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1. EINLEITUNG
1.1 Typ 1 Diabetes mellitus
1.1.1 Klinik und Epidemiologie
Klinik und Diagnose
Beim Diabetes mellitus Typ 1 (IDDM) handelt es sich um eine durch Insulinmangel bedingte
Störung der Glukoseverwertung
(1). Ursächlich hierfür ist eine autoimmunologisch bedingte Zer-
störung der β -Zellen in den Langerhans’schen Inseln des Pankreas
(2;3) (siehe auch Kapitel 1.1.2).
Durch den Mangel an Insulin ist die zelluläre Aufnahme von Glukose, dem wichtigsten Energie-
lieferanten, stark vermindert. Bei Überschreiten einer Blutglukose-Konzentration von 180 mg/dL
(der sogenannten Nierenschwelle) kommt es zur Glukosurie (lat. mellitus, Honig) durch Sättigung
der renalen Glukose-Rückresorptionsmechanismen. Die erhöhte Urin-Osmolalität führt zu einer
Polyurie (gr. diabetes, Flut), Nykturie, Polydipsie und eventuell zu einer Dehydratation.
Zum Ausgleich des intrazellulären Energiemangels setzt eine verstärkte Lipolyse ein. Die
dadurch vermehrt im Blut zirkulierenden freien Fettsäuren werden zu Ketonkörpern metaboli-
siert, deren Kumulation zur metabolischen (Keto-) Azidose bis hin zum Koma führen kann. Die
langfristig bestehende Hyperglykämie eines unbehandelten Diabetes mellitus führt durch nicht-
enzymatische  Glykosylierung von Strukturproteinen zu vielfältigen Gewebeveränderungen. Die-
se Gewebeveränderungen sind die eigentliche Ursache des Großteils diabetischer Komplikatio-
nen (Nephropathie, Retinopathie, Polyneuropathie, Mikro- und Makroangiopathie), die letztend-
lich die Prognose des Patienten bestimmen.
Zu den charakteristischen klinischen Symptomen der Erstdiagnose eines Diabetes melli-
tus zählen:
•   Polydipsie
•   Polyurie, eventuell mit sekundärer Enuresis bei Kindern bzw. Nykturie
•   Gewichtsverlust
•   Müdigkeit, Leistungsknick
•   Erbrechen, Diarrhoe
•   Bewußtseinseintrübung, Koma
Die Diagnose eines klinisch manifesten Diabetes mellitus erfolgt bei einem Nüchtern-
Blutzuckerwert über 7,0 mmol/L (125mg%) bzw. 2 Stunden nach oralem Glukosetoleranztest
(oGTT) bei einem venösen Wert über 10 mmol/L (180mg%) oder kapillär über 11,1 mmol/L
(200mg%). Bei Typ 1 Diabetes-Manifestation ist die produzierte Insulinmenge auf deutlich unter
15% der Norm (gemessen anhand eines C-Peptid-Radioimmunoassays) abgesunken
(4). Zu diesem
Zeitpunkt finden sich bei bis zu 90% der Patienten Inselzell-Antikörper (ICA)
(5-7). Die Dramatik
der Symptome ist invers mit dem Alter bei Manifestation korreliert
(3;8). Oftmals kommt es kurze
Zeit nach Krankheitsbeginn zu einem Wiederanstieg der Insulinproduktion bevor die Synthese
endgültig sistiert
(1). Diese sogenannte „Honeymoon“-Periode ist jedoch meist nur von kurzer
Dauer.
In dieser Arbeit wird nur auf den Diabetes mellitus Typ 1
(9) und nicht auf andere Diabetesformen
(wie z.B. Diabetes mellitus Typ 2, MODY und sekundäre Diabetesformen) eingegangen.M.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
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Epidemiologie
Typ 1 Diabetes mellitus ist die häufigste Autoimmunerkrankung bei Jugendlichen und jungen Er-
wachsenen und repräsentiert etwa 10% aller Daibetesformen. Aber auch im Erwachsenenalter
kann es zum Auftreten von IDDM kommen. Die Inzidenzraten zwischen einzelnen Ländern und
auch zwischen ethnischen Gruppen unterscheiden sich teilweise erheblich voneinander, was eine
Beteiligung sowohl von genetischen als von Umweltfaktoren
(10-12) bei der Pathogenese des Diabe-
tes mellitus Typ 1 nahelegt (siehe auch Kapitel 1.1.2). International liegt Skandinavien –und hier
insbesondere Finnland– an der Spitze mit einer Inzidenz von jährlich bis zu 30 pro 100.000
(10;13;14).
Das Bestehen eines eindeutigen Nord-Süd-Gefälles wird jedoch durch die Beobachtungen in Sar-
dinien
(15), Israel
(16) und anderen südlicher gelegenen Regionen
(17) in Frage gestellt, in denen die Di-
abetes-Inzidenz beinahe ebenso hoch wie in Finnland ist. Untersuchungen in Staaten mit gut eta-
blierten Diabetes-Registern zeigen, daß die IDDM-Inzidenz in den letzten 10 Jahren um jährlich
2% zugenommen hat
(18-20). Auch das Erkrankungsalter sinkt stetig: Das Auftreten vor dem 10. Le-
bensjahr ist inzwischen recht häufig
(21) und in Finnland treten 50% aller Diabetes mellitus Typ 1-
Fälle im Alter von unter 20 Jahren auf
(22;23). Die Zunahme der Typ 1 Diabetes-Inzidenz sowie das
immer frühere Auftreten dieser Erkrankung können bisher noch nicht ausreichend erklärt wer-
den.
In Deutschland liegt die Prävalenz des Typ 1 Diabetes mellitus bei etwa 0,4%
(24). Etwa
10% der Patienten haben eine positive Familienanamnese bezüglich IDDM
(25). Das Typ 1 Diabe-
tes-Risiko für Geschwister der Patienten liegt 7-8mal über dem der Normalbevölkerung; Kinder
von Patienten mit Diabetes mellitus erkranken 10mal häufiger als Kinder von Nicht-Diabeti-
kern
(26),
(27) und die Konkordanz bei eineiigen Zwillingen beträgt 30%
(28).
1.1.2 Immunsystem und Pathogenese des Typ 1 Diabetes mellitus
Immunsystem
Aufgabe des Immunsystems ist der Schutz des Körpers vor eingedrungenen Mikroorganismen
sowie das Erkennen und Eliminieren veränderter und bösartiger körpereigener Zellen. Dabei ste-
hen dem Organismus verschiedene „Waffen“ zur Verfügung:
Einen zentralen Pfeiler des Immunsystems bilden die Makrophagen, die sowohl im Rah-
men der angeborenen, unspezifischen als auch im Rahmen der erworbenen Immunität zytoto-
xisch aktiv sind. Ziel von Makrophagen sind vor allem Bakterien, die phagozytiert und durch Sau-
erstoffradikal abhängige Reaktionen zerstört werden. Die Phagozytose von Antikörper- oder
Komplement-„markierten“ Bakterien wird durch spezielle Rezeptoren (FC, CR3b) auf der Ober-
fläche von Makrophagen erleichtert. Zusammen mit dendritischen Zellen sind Makrophagen zur
Antigen-Prozessierung befähigt und fungieren als Antigen präsentierende Zellen (APC). Das pro-
zessierte Antigen wird von T-Lymphozyten erkannt, wenn es zusammen mit einem HLA-Mole-
kül präsentiert wird. HLA Klasse I-Moleküle werden dabei von zytotoxischen (CD8
+) T-Zellen
erkannt. T-Helferzellen (CD4
+) erkennen HLA Klasse II-gekoppelte Antigene (siehe unten +
Kapitel 1.2.1). Auch eine direkte Interaktion von APC und B-Lymphozyten ist möglich, erfordert
jedoch ebenfalls die Kopplung des Antigens an ein HLA-Molekül. Während HLA Klasse I-Mole-
küle auf nahezu allen kernhaltigen Zellen exprimiert werden, ist die Expression der HLA Klasse
II-Moleküle normalerweise auf Lymphozyten und Antigen präsentierenden Zellen beschränkt,
kann aber durch IFN-γ  auf anderen Zellen induziert werden
(29).
Auch den „Zytokine“ genannten Botenstoffen des Immunsytems kommt eine wichtige
Aufgabe bei der Regulation spezifischer Interaktionen zu. Interleukin 1 (IL-1) ist für die Stimula-
tion ruhender T-Lymphozyten essentiell. Als Reaktion auf ihre Aktivierung bilden T-Zellen IL-2,
das wiederum für die klonale T-Zell-Expansion und die Freisetzung weiterer Zytokine (IL-4, IL-
10) wichtig ist.M.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
3
Natürliche Killerzellen sind Leukozyten, die im Rahmen der angeborenen Immunität gegen Virus
infizierte Zellen vorgehen und durch IFN-γ  stimuliert werden, das von letzteren sowie von T-
Lymphozyten freigesetzt wird. Die Bekämpfung von Mikroorganismen (wie Protozoen und Wür-
mer), die zu groß sind, um phagozytiert zu werden, übernehmen eosinophile Granulozyten. Sie
entsprechen im wesentlichen phagozytierenden Zellen, allerdings geben sie ihre zytotoxischen
Produkte an die Umgebung ab. Für detaillierte Informationen über die vielfältigen Komponenten
und Mechanismen des Immunsystems sei auf eine exzellente Darstellung verwiesen
(29).
Die meisten mikrobiellen Antigene werden von APCs prozessiert und zusammen mit HLA Klas-
se II-Molekülen an der Zelloberfläche CD4
+, naiven T-Helferzellen (TH0) präsentiert. Die akti-
vierte CD4
+ T-Zelle kann nun einerseits mit B-Lymphozyten interagieren und so eine Antikörper
vermittelte humorale Immunantwort induzieren. Andererseits führt eine Interaktion der aktivier-
ten CD4
+ T-Zelle mit Makrophagen mit nachfolgender Ausschüttung von TNF-α  sowie Sauer-
stoff- und Stickstoffradikalen zu einer zellulären Immunantwort. In den meisten Fällen verlaufen
humorale und zelluläre Immunantwort Hand in Hand, in einigen Situationen findet jedoch exklu-
siv eine der beiden Reaktionen statt. Die Grundlage der funktionellen Dichotomie der T-Zellakti-
vierung wurde 1986 entdeckt
(30): Die Differenzierung von naiven TH0-Zellen zu TH1-Zellen, die
mit Makrophagen die zelluläre Immunantwort einleiten, oder zu TH2-Zellen, die zusammen mit
den B-Lymphozyten die humorale Immunantwort induzieren, wird durch eine Reihe exogener
(30)
und genetischer
(31;32) Faktoren (siehe Tabelle 1) beeinflußt. TH1- und TH2-Zellen unterscheiden sich
auch hinsichtlich des von ihnen produzierten Zytokin-Repertoires und ihrer Interaktionen
(33) (sie-
he Tabelle 2). Bei Gesunden liegen TH0-, TH1- und TH2-Zellen im Verhältnis von etwa 4:2:1 vor
(34).













Tab. 1: Faktoren, die an der Differenzierung von naiven CD4
+ T- zu TH1- bzw. TH2-
Zellen beteiligt sind
Ein gestörtes Gleichgewicht zwischen TH1- und TH2-Zellen wird für eine Reihe von Autoimmun-
erkrankungen verantwortlich gemacht
(35). Man geht von einer Beteiligung der TH1-Zellen
(36) und
der von ihnen freigesetzten Zytokine
(37) an der Pathogenese des Diabetes mellitus Typ 1 aus
(38;39)
während TH2-Zellen eine eher protektive Rolle zugesprochen wird




IFN-γ , TNF-β +++ –
IL-2 +++ +
TNF-α +++ +
GM-CSF, IL-3, IL-6 + ++
IL-10, IL-13 + +++
IL-4, IL-5 – +++
Zytolytisches Potential +++ –
Beteiligung an der Ig-Synthese –/+ +++
Monozyten-Aktivierung +++ –
Tab. 2: Eigenschaften von TH1- und TH2-Zellen
Charakteristika der erworbenen Immunität sind die Epitop (Peptidfragment)-Spezifität und die
Bildung eines immunologischen Gedächtnisses, das beim nächsten Antigenkontakt eine schnelle-
re und effizientere Immunantwort erlaubt. Um der Vielfalt der Antigene gerecht zu werden, bil-
det der menschliche Organismus zunächst gegen alle denkbaren –auch körpereigenen– Peptide
Lymphozyten. Die lebensnotwendige Unterscheidung zwischen „fremden“ und körpereigenen
Antigenen wird durch folgende Mechanismen erreicht:
•   Den neu entstehenden T- und B-Lymphozyten werden im lymphatischen System zahlreiche
körpereigene Epitope präsentiert. Ein Erkennen dieser Epitope zu diesem Zeitpunkt führt
zum Absterben des jeweiligen Lymphozytenklons. Diese sogenannte klonale Deletion wird
auch als zentrale Toleranz bezeichnet
(40).
•   Bei der peripheren Toleranz erkennen gereifte Lymphozyten körpereigene Epitope. Durch
das Fehlen kostimulatorischer Signale kommt es jedoch zu keiner Immunantwort
(41;42).
•   T-Suppressor-Zellen unterbinden eine überschießende Immunantwort gegen autologe Anti-
gene
(43;44).
Pathogenese des Typ 1 Diabetes mellitus
Beim Typ 1 Diabetes mellitus kommt es zur selektiven und vollständigen Zerstörung der pankre-
atischen β -Zellen, während die übrigen, direkt benachbarten, endokrinen Inselzellen intakt blei-
ben. Dies legt die Vermutung nahe, daß es sich bei der β -Zellzerstörung um eine erworbene, spe-
zifische Immunreaktion handelt. Die Mehrzahl der Typ 1 Diabetiker weist bei Erkrankungsbe-
ginn in die Langerhans’schen Inseln eingewanderte mononukleäre Zellen auf
(45). Auch T- und B-
Lymphozyten sind Bestandteil der Infiltrate
(36), wobei ihre Präsenz für eine β -Zellzerstörung nicht
unbedingt notwendig erscheint
(3;46;47). Neben zerstörten finden sich viele morphologisch intakte β -
Zellen, deren Insulinsekretion jedoch stark eingeschränkt ist. Eine direkte Beteiligung von Zyto-
kinen vor Ort ist wahrscheinlich, da Interferon α  (IFN-α ) im Pankreas von IDDM-Patienten
verstärkt exprimiert wird
(48) und experimentell Autoimmunität durch die Applikation von rekom-
binantem IFN-α  erzeugt werden konnte. Ektope Expression von HLA Klasse II-Molekülen und
IFN-γ  im Pankreas induziert bei Mäusen die Entstehung von Diabetes
(49).
Ob die Infiltration der Langerhans’schen Inseln sekundär aufgrund einer viralen Infektion der β -
Zellen mit nachfolgender T-Zellaktivierung erfolgt
(50) oder ob die Einwanderung der Immunzel-
len primär auf eine Zerstörung der β -Zellen zielt
(51), weiß man bisher nicht sicher.M.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
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Ein weiteres Indiz für die autoimmune Genese des Diabetes mellitus Typ 1 stellte die Entdek-
kung von Antikörpern gegen β -Zell assoziierte Proteine dar. Etwa die Hälfte aller neu erkrankten
Typ 1 Diabetiker hat Autoantikörper gegen Insulin
(7;52). Weitere Autoantigene bilden die in β -Zel-
len exprimierte Glutamat-Dehydrogenase (GAD65)
(53), gegen die bei über 75% der Neuerkrank-
ten Antikörper nachgewiesen werden können
(54-56), sowie eine membranassoziierte Protein-Tyro-
sin-Phosphatase (IA-2)
(57;58). Gegen IA-2 sind in etwa 50% der Fälle Antikörper nachweisbar
(59;60).
Nahezu 100% der Typ 1 Diabetiker haben Antikörper gegen eines der oben genannten Autoanti-
gene, und ein Screening auf diese Antikörper hat einen sehr hohen positiven Vorhersagewert für
das Erkrankungsrisiko von Verwandten eines Typ 1 Diabetikes-Patienten
(60).
Die Entstehung eines Diabetes mellitus Typ 1 wird zu 50-60% von genetischen und zu 40-50%
von Umweltfaktoren bestimmt. Folgende Umweltfaktoren erscheinen dabei heute von Bedeu-
tung:
•   Virale Infektionen
(2;61)
Hier gibt es vor allem für Coxsackie B, Rubella, Mumps
(62) und neonatale Infektionen
(63;64) so-
wie für die exogen getriggerte Reaktivierung endogener Retroviren (HERV)
(65;66) entspre-
chende Hinweise. Bis zu 20% der Kinder mit kongenitaler Rubella-Infektion erkranken in ih-
rem späteren Leben an Diabetes mellitus Typ 1, in der Subgruppe mit den HLA-Allelen
DR3-DQ2 und DR4-DQ8 (siehe unten) sind es gar bis zu 70%
(67). Desweiteren erhöhen En-
terovirus-Infektionen der Mutter während der Gravidität das IDDM-Risiko des Kindes deut-
lich
(68;69).
•   Alter der Mutter
(19)
•   Ernährung
(19)
Assoziationen mit dem Auftreten von IDDM wurden sowohl von der Dauer des Stillens als
auch vom Zeitpunkt der Erstexposition gegenüber bestimmten Nahrungsbestandteilen be-
richtet. Zwar konnte eine Beteiligung des Kuhmilchproteins BSA (Rinderserum-Albumin) in
experimentellen Situationen nachgewiesen werden
(70), die klinische Bedeutung von BSA-An-
tikörpern sowie die Rolle der Stilldauer
(63) und des Zeitpunkts der Exposition gegenüber
Kuhmilch bleiben jedoch weiter unklar
(71-75). Auch eine frühe Gewichtszunahme im Klein-
kindalter wird als möglicher Risikofaktor diskutiert
(74).
Für die Immunpathogenese des Diabetes werden folgende exogen getriggerte und genetisch mo-
dulierte Pathomechanismen diskutiert:
•   β -zellspezifische Infektion
Für Varianten des Coxsackie B-Virus ist ein β -Zell-Tropismus beschrieben worden
(76). Trotz
intakter Morphologie der infizierten Zellen war die Insulinsynthese und -sekretion beein-
trächtigt
(77;78). Von Kindern, die nach grippeähnlichen Symptomen einen Diabetes entwickel-
ten, konnten Coxsackie-Viren im Pankreasgewebe nachgewiesen werden
(79). Diese Viren wa-
ren in der Lage, kultivierte Maus-Inselzellen  zu infizieren
(80). Die im Zuge einer viralen In-
fektion gebildeten Zytokine IFN-γ  und TNF-α  können die Expression von HLA, kostimula-
torischen und Adhäsions-Molekülen verstärken
(81;82) und so der Präsentation von Autoantige-
nen Vorschub leisten. Ein analoger Mechanismus wäre für reaktivierte HERVs denkbar.M.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
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•   Molekulares Mimikri
Aufgrund der zum Teil weitgehenden Übereinstimmung zwischen körperfremden und kör-
pereigenen Proteinen könnte es z.B. nach einer Infektion und klonaler T-Zellproliferation zu
einer „Verwechslung“ von viralem und körpereigenem Epitop entweder durch Antikörper
oder durch T-Zellen kommen. Dieses molekulare Mimikri kann sowohl auf einer Konforma-
tions- als auch auf einer Peptidsequenz-Homologie der Epitope beruhen. Das beste Beispiel
für eine solche Sequenzhomologie stellt das Coxsackie-Virus-Antigen P2-C dar
(83). Es verfügt
über ein mit GAD65 identisches Hexapeptid. Polyklonale Antikörper gegen P2-C kreuzrea-
gieren mit GAD65
(84) in vitro und die Existenz von gegen dieses Epitop gerichteten humanen
T-Helferzellen ist sehr wahrscheinlich
(56;85). Die bei Typ 1 Diabetes-Patienten vorkommen-
den Autoantikörper gegen GAD65 kreuzreagieren allerdings nach bisherigen Erkenntnissen
nicht mit dem viralen Peptid
(86).
•   Wirkung als Superantigen
Superantigene sind immunogene Proteine, die eine Vielzahl von T-Zellklonen aktivieren, in-
dem sie HLA Klasse II-abhängig an das Vβ -Segment des T-Zellrezeptors (TCR) binden
(87).
Durch die Bindung der HLA Klasse II-Moleküle der Antigen-präsentierenden Zelle mit der
relativ wenig polymorphen variablen β -Kette (Vβ ) werden bis zu 10
5mal mehr T-Zellen akti-
viert als durch ein konventionelles Antigen. Die in der Regel 20 bis 30 kDa großen Superan-
tigene vermögen sowohl CD4
+ und CD8
+ T-Zellen als auch B-Zellen ohne vorherige intra-
zelluläre Prozessierung zu aktivieren. Anders als beim Mechanismus des molekularen Mimi-
kri beinhalten Superantigene keine kreuzreagierenden Epitope. Vielmehr kommt es im Zuge
der breiten Immunzell-Aktivierung auch zur Induktion von Zellen, die gegen potentielle Au-
toepitope gerichtetet sind
(88). Der oligoklonale Ursprung der in einigen Autoimmunerkran-
kungen exprimierten T-Zellrezeptoren impliziert die Beteiligung von Superantigenen an der
Pathogenese dieser Erkrankungen
(89).
•   Immunmodulation
Eine alternative Hypothese besagt, daß mehr oder weniger spezifische Umweltfaktoren das
Immunsystem hinsichtlich eines eher hyperergen (erhöhtes) oder eher anergen (vermindertes
Risiko für eine Selbstreaktivität) Zustandes beeinflussen. Tierexperimentell wirkten die
BCG-Impfung und die Applikation von Freund’schem Adjuvanz protektiv gegenüber einer
späteren Diabetesentstehung
(2;90). Möglicherweise wird diese Immunmodulation über eine
Verschiebung des Gleichgewichts zwischen TH1- (IFN-γ -Produktion) und TH2- (IL-4- und
IL-10-Produktion) Zellen erreicht (siehe oben).
•   HLA-Restriktion
Wie oben bereits dargelegt, wird eine CD4
+ T-Zell vermittelte Immunantwort gegen ein An-
tigen nur eingeleitet, wenn es zusammen mit HLA Klasse II-Molekülen auf der Zelloberflä-
che präsentiert wird. HLA Klasse II-Moleküle werden nur auf Antigen präsentierenden Zel-
len (APC) exprimiert, so daß Oberflächenproteine anderer, gesunder Körperzellen diese Im-
munreaktion normalerweise nicht induzieren können. Vor allem eine Reihe endokriner Zel-
len bildet hiervon eine Ausnahme, da sie unter bestimmten Bedingungen HLA Klasse II-
Moleküle exprimieren und so zu einer CD4
+ vermittelten Immunantwort gegen autologe
Proteine führen können. IFN-γ  und TNF, wie sie im Rahmen einer viralen Infektion des
Pankreas gebildet werden, verstärken die HLA Klasse II-Expression auf pankreatischen β -
Zellen




Etwa 60% des genetischen Diabetesrisikos ist der HLA-Region (IDDM1) zuzuschreiben
(92), dem
ersten Locus, von dem eine Assoziation mit Typ 1 Diabetes beschrieben wurde
(93;94). Die HLA-
Region ist Teil des Haupthistokompatibiliätskomplexes (MHC), der sich über 4 Megabasenpaare
auf Chromosom 6q21 erstreckt
(95). Die HLA Klasse I liegt telomerwärts und kodiert für die hoch-
polymorphen Moleküle HLA-A, -B und -C. Die Gene der HLA Klasse II-Region –HLA-DR,
-DQ und -DP– kodieren jeweils für eine α - und eine β -Kette, die zusammen als α -β -Heterodi-
mere das intakte Klasse II-Molekül konstituieren. Die HLA-DR-Moleküle bestehen aus einer -
DRA kodierten α -Kette und einer β -Kette, die durch einen der Loci HLA-DRB1, -DRB3, -
DRB4 oder -DRB5 kodiert wird. Da meist nur zwei der vier β -Gene pro Allel gleichzeitig expri-
miert werden, kodiert ein Haplotyp für zwei und ein heterozygoter Genotyp für vier DR-Molekü-
le. Die Komplexe HLA-DQ und -DP bestehen jeweils nur aus einem einzelnen α - und β -Gen.
Von HLA-DRB1 sind über 100 Allele beschrieben, von -DQB1 und -DPB1 jeweils etwa 50 Al-
lele, die sich oft nur in einer einzigen, manchmal auch in 20-30 Aminosäuren voneinander unter-
scheiden. Nähere Angaben über die komplexe Nomenklatur der HLA-Allele und -Haplotypen
finden sich an anderer Stelle
(96). Auf die Funktion des Haupthistokompatibilitätskomplexes
(MHC) im Rahmen der Immunantwort wurde bereits in Kapitel 1.1.2 eingegangen.
Bei der Entdeckung der Assoziation der HLA-Region mit Typ 1 Diabetes mellitus ging
man zunächst davon aus, daß die Klasse I-Allele B8 und B15 für die Erkrankung disponieren
(93;94).
Später konnten die für die Diabetes-Assoziation verantwortlichen Loci den Klasse II-Genen
-DR
(97) und schließlich -DQ
(98;99) zugeordnet werden. Die mit IDDM assoziierten HLA-Haploty-
pen unterscheiden sich in verschiedenen Populationen teilweise erheblich voneinander. Durch
die starke Kopplung der Klasse II-Gene miteinander konstituieren jedoch überall relativ wenige
Allele einen Großteil der jeweiligen Haplotypen.
In kaukasischen Populationen
(100) sind die Allele DQ8 ( DQA1*0301-DQB1*0302) und
DQ2 (DQA1*0501-DQB1*0201) am stärksten prädiktiv für Typ 1 Diabetes
(101;102). Über 40% der
Patienten haben den Genotyp DQ8/DQ2
(103;104). Unter den DR-Allelen sind DR3 und DR4 am
stärksten mit Typ 1 Diabetes assoziiert. Als zusätzlicher, unabhängiger Risikofaktor erwies sich
jüngst die Anwesenheit einer LTR (long terminal repeat)-Sequenz eines endogenen Retrovirus
(HERV) in der HLA-DQ-Region
(105) (genannt DQ-LTR3). Die mögliche Bedeutung (endogener)
viraler Sequenzen wurde bereits angesprochen.
Von besonderer Bedeutung war die Entdeckung, daß sich DQ7 –ein für IDDM bei Kau-
kasiern protektives Allel– in nur 4 Aminosäuren von DQ8 unterscheidet. Dies legt die Vermu-
tung nahe, daß die durch einen Aminosäurenaustausch bedingte Ladungsänderung die Konfor-
mation des DQ-Moleküls modifiziert und so die Peptid-
(85;106;107) und die T-Zellrezeptorbin-
dung
(108) beeinflußt (siehe Kapitel 1.1.2). Das veränderte Bindungsverhalten könnte dann sowohl
nach dem Modell des molekularen Mimikri als auch nach der Vorstellung der HLA-Restriktion
die Entstehung autoimmunogener T-Zellklone begünstigen
(109-111).
Andere Gene
Auf der Suche nach den Faktoren, die für die restlichen 40% des genetischen Diabetesrisikos ver-
antwortlich sind, können zwei Ansätze unterschieden werden:
Zum einen werden Kandidatengene auf ihre mögliche Assoziation und ihr Linkage mit
IDDM untersucht. Auf diese Weise fand man eine Assoziation des VNTR (variable nucleotide
tandem repeat)-Polymorphismus am 5'-Ende des Insulingens (IDDM2) mit Diabetes mellitus Typ
1, die später durch Linkage-Studien bestätigt werden konnte
(112;113). Das zuschreibbare genetische
Risiko für diesen Locus wird auf 2-3% geschätzt, wobei es in Subpopulationen mit höherem Er-
krankungsalter darüber liegen dürfte
(114).M.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
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Mit der Verfügbarkeit einer physikalischen Karte des menschlichen Erbgutes wird es
möglich, in einem sogenannten „Genomscan“, das gesamte Genom mit Hilfe eines dichten Net-
zes von Mikrosatellitenmarkern auf Assoziationen mit Typ 1 Diabetes mellitus zu untersuchen.
Inzwischen sind auf diese Weise mehr als 20 Loci als potentielle Kandidatengenorte identifiziert
worden. Eine Übersicht gibt Tabelle 3. Einige dieser Assoziationen konnten in weiteren Studien
bisher nicht bestätigt werden. Dies mag zum Teil an der Heterogenität der untersuchten Popula-
tionen liegen. Einzelne Kandidatengenorte dürften nur in Subpopulationen mit Diabetes mellitus
Typ 1 assoziiert sein (siehe hierzu auch Kapitel 2.3.9). Bestätigt werden konnte das Linkage von
IDDM7 auf Chromosom 2q31
(115) in mehreren Populationen und von IDDM8 auf Chromosom
6q25-q27
(116); ebenso scheint die Beteiligung von CTLA4 (IDDM12) am genetischen Risiko für
IDDM gesichert
(117). Dieses Gen kodiert für ein T-Zell spezifisches Membranprotein, das an der
klonalen Deletion aktivierter T-Lymphozyten beteiligt ist. Andere Kandidatengenorte –wie
IDDM10– zeigten bisher nur in einzelnen Studien Assoziationen. Für eine ausführliche Diskus-











IDDM2 11p15 Insulin VNTR ja
(112;113;120)
IDDM3 15p26 D15S107 nein
(121)
IDDM4 11q13 FGF3, D11S1337 ja
(113;122;123)




IDDM6 18q D18S64 ja
(124)
IDDM7 2q31 D2S152 ja
(115;125)
IDDM8 6q27 D6S281 ja
(113;116;123;126)
IDDM9 3q21-q25 D3S1303 nein
(127;128)
IDDM10 10q11.2 D10S193 ja
(129)
IDDM11 14q24.3-q31 D14S67 nein
(130)
IDDM12 2q33 CTLA4 ja
(117)
IDDM13 2q34 IGFBP-2,-5 nein
(131)
IDDM15 6q21 D6S283 nein
(132)
HOXD8 2q31 HOXD8 nein
(133)
GCK-3 7q Glukokinase nein
(127)
DXs1068 Xp  nein
(134)
D18S64 18 Kidd Blutgruppe nein
(135)
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Für Chromosom 12q12-q14 (nukleärer Vitamin D Rezeptor, VDR) und für Chromosom 4q11-
q13 (Vitamin D bindendes Protein, DBP) wurden in den bisherigen Genomscans keine Assozia-
tionen mit Diabetes mellitus Typ 1 berichtet
(113;115;121-123;126;133).
1.1.4 Gemeinsamkeiten von Autoimmunerkrankungen
Der Begriff „Autoimmunität“ impliziert ein Vorgehen des Immunsystems gegen körpereigene
Strukturen. Sowohl das klinische als auch das molekulare Bild der heute bekannten Autoimmun-
erkrankungen erscheint äußerst heterogen. Dennoch gibt es eine auffallende Anzahl von Paralle-
len zwischen den einzelnen Manifestationen von Autoimmunität:
Stets ist ein Autoantigen vorhanden, dessen Lokalisation im Organsimus die Symptome
der jeweiligen Erkrankung bestimmt. Obligates Charakteristikum von Autoimmunität ist ferner
die Existenz von Autoantikörpern und/oder autoreaktiven Zellen
(136). Durch den Transfer dieser
autoreaktiven Zellen kann Autoimmunität auf ein zuvor gesundes Individuum übertragen wer-
den
(2). Sowohl genetische als auch Umweltfaktoren sind für alle bisher untersuchten Autoimmun-
erkrankungen kausal. Das Bestehen einer Assoziation mit dem HLA Klasse II-Locus
(137) für sämt-
liche dieser Krankeiten
(138)macht eine große Ähnlichkeit der ihnen zugrunde liegenden Pathome-
chanismen wahrscheinlich. Eine Verschiebung des in Kapitel 1.1.2 angesprochenen Verhältnisses
von TH1- zu TH2-Zellen zugunsten von TH1 findet sich bei vielen –wenn auch nicht allen– Auto-
immunerkrankungen
(36;139-141).
Das Risiko für das Auftreten einer weiteren Autoimmunerkrankung ist bei Autoimmun-
Patienten gegenüber der Allgemeinbevölkerung deutlich erhöht. Bei vielen Autoimmunkrankhei-
ten sind ferner Antikörper gegen weitere, nicht vom betroffenen Organ exprimierte, Autoantige-
ne vorhanden. So finden sich z.B. bei über 20% der weiblichen und bei über 10% der männlichen
Typ 1 Diabetiker auch Schilddrüsenantikörper
(142) und morphologische Veränderungen dersel-
ben
(143;144), wie sie normalerweise im Rahmen eines Morbus Basedow auftreten. Anti-nukleäre
(144)
und anti-Parietalzell-
(145) Antikörper finden sich bei Typ 1 Diabetikern ebenfalls gehäuft. Die Prä-
valenz der Hashimoto Thyreoiditis liegt in dieser Gruppe deutlich höher als in der allgemeinen
Bevölkerung
(144). Schließlich ist Autoimmunerkrankungen das Ansprechen auf eine immunsup-
pressive Therapie gemeinsam.
1.2 Endokrine Regulation des Vitamin D Systems
1.2.1 Metabolismus und Physiologie des Steroidhormons Vitamin D
Bereits im Jahr 1919 erkannte man, daß die Entstehung von Rachitis durch den Zusatz eines fett-
löslichen Stoffes zur Nahrung verhindert werden kann
(146). Diese Entdeckung führte zur Identifi-
zierung einer –vom erst kurz zuvor entdeckten Vitamin A verschiedenen– Substanz, die als Vita-
min D bezeichnet wurde
(147) und eine wichtige Rolle im Calcium- und Phosphat-Stoffwechsel zu
spielen schien. Die Heilbarkeit von Rachitis durch UV-Exposition des Patienten oder durch die
von ihm aufgenommen Nahrungsmittel bewies die Existenz eines Vorläufermoleküls, das durch
UV-Licht in Vitamin D umgewandelt wird. Daraus ergab sich zugleich, daß Vitamin D kein Vita-
min im Sinne eines essentiellen Nahrungsbestandteils darstellt. Weiterführende Studien führten
zur Entdeckung von Vitamin D2 (Ergocalciferol) und Vitamin D3 (Cholecalciferol), die durch UV
und Wärme induzierte Spaltung von Ergosterol bzw. 7-Dehydrocholesterol in der Haut entste-
hen. Bisher gibt es wenig Grund zu der Annahme, daß sich Vitamin D2 und D3 in ihrer Wirkung
voneinander unterscheiden, aber das heutige Wissen stammt fast ausschließlich aus Studien an
Vitamin D3. Daher beschränkt sich auch die vorliegende Arbeit auf Vitamin D3, für das als Syno-
nym auch „Vitamin D“ verwendet wird.M.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
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Erst in den 60er Jahren erkannte man, daß die in der Leber oxidierte Form –25(OH) Vitamin
D3– metabolisch aktiver als die Muttersubstanz ist und zudem in deutlich höheren Konzentratio-
nen im Körper vorkommt
(148;149). Wiederum einige Jahre später wurde das in der Niere produzier-
te und heute als biologisch aktivster natürlicher Metabolit bekannte 1,25(OH)2 Vitamin D3 be-
schrieben
(150-152).
Der Transport von der Epidermis zur Leber, wo Vitamin D3 zu 25(OH) D3 hydroxyliert
wird, erfolgt größtenteils durch das Vitamin D bindende Protein (DBP). 25(OH) D3 zirkuliert in
einer Konzentration von 10-55 ng/mL an DBP und Albumin gebunden im Blut
(153). Der zweite
Hydroxylierungsschritt zu 1,25(OH)2 D3, das in einer Konzentration von 25-70 pg/mL im Blut
vorliegt
(154), findet vor allem in der Niere statt. 1,25(OH)2 D3 hat eine Plasmahalbwertszeit von 6
bis 8½ Stunden und wird vor allem durch seine 24-Hydroxylierung katabolisiert. Es folgt eine
mehrschrittige Degradation zu Calcitroidsäure, die biliär eliminiert wird
(155).
Die Wirkung von Vitamin D wird größtenteils durch seinen nukleären Rezeptor (VDR;
siehe Kapitel 1.2.3) vermittelt. Neuere Erkenntnisse weisen jedoch auch auf nicht-genomische
Effekte von Vitamin D hin (siehe Kapitel 1.2.4). Vitamin D erfüllt im Körper eine Vielzahl wich-
tiger, zum Teil erst kürzlich entdeckter Funktionen:
•   Calcium-Stoffwechsel
Calcium stellt eines der wichtigsten Spurenelemente aller höheren Lebensformen dar und ist
an neuraler Erregungsleitung, Muskelkontraktion und -relaxation, exokriner Sekretion, Blut-
gerinnung, Zell-Zell-Adhäsion sowie am Aufbau des Skeletts essentiell beteilgt. Die Calcium-
Konzentration unterliegt daher einer sehr exakten Regulation innerhalb eines schmalen
Normbereichs, die maßgeblich durch 1,25(OH)2 D3, Parathormon (PTH) und Calcitonin be-
stimmt wird. Vitamin D fördert die Calciumabsorption im Intestinum
(156) und bewirkt zusam-
men mit PTH die Calcium-Mobilisation aus dem Knochen
(157). Beide –Vitamin D und PTH–
erhöhen somit die Calcium-Plasmakonzentration. Calcitonin hingegen wirkt  einer Hypercal-
cämie entgegen, indem es dessen Einbau in das Skelett fördert
(158). Vitamin D ist auch am eng
mit der Calcium-Homeostase gekoppelten Phosphat-Metabolismus maßgeblich beteiligt
(159).
Eine Zusammenfassung des heutigen Kenntnisstandes über die Bedeutung von Vitamin D
für den Calcium- und Phosphat-Stoffwechsel findet sich an anderer Stelle
(160).
•   Anti-proliferative und pro-differenzierende Wirkung
Der anti-proliferative und pro-differenzierende Effekt von 1,25(OH)2 D 3 konnte an einer
Reihe von Zellen bereits demonstriert werden und wird kurz in Kapitel 1.2.6 anhand einiger
pathologischer Situationen illustriert.
•   Immunsystem
Bereits Anfang der 80er Jahre konnte die Expression von VDR in hämatopoetischen Zellen
nachgewiesen werden. Eine Beteiligung von Vitamin D an der Regulation des Immunsystems
lag damit nahe
(161-163). Heute stellen sich seine Wirkungen auf die Immunantwort als äußerst
komplex und differenziert dar:
1,25(OH)2 D 3 verstärkt die chemotaktische Aktivität von Makrophagen
(164) sowie deren
Bakterizidität
(165). Diese Effekte werden zum einen über eine gesteigerte Produktion von
H2O2
(166) und zum anderen über eine vermehrte FC-Rezeptor-Expression vermittelt
(167). Letz-
tere erleichtert die Erkennung von mit Antikörpern bedeckten Mikroorganismen. Neben ih-
rer direkten zytotoxischen Wirkung fungieren Makrophagen auch als Antigen präsentierende
Zellen (APC). T-Helferzellen erkennen die zusammen mit HLA Klasse II-Molekülen präsen-
tierten Antigene. Im Verlauf dieser Reaktion kommt es (wie bereits in Kapitel 1.1.2 darge-
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len sowie durch Interaktion mit B-Lymphozyten zur Antikörpersynthese. Vitamin D redu-
ziert die Expression von HLA Klasse II-Molekülen auf APCs
(168-171) und damit die Antigen
vermittelte T-Zellproliferation
(170). Desweiteren sind Makrophagen zur Bildung von
1,25(OH)2 D3 aus 25(OH) D3 befähigt, die unter anderem durch IFN-γ  induziert wird
(172). Ei-
ne auto- und parakrine Wirkung des von Makrophagen gebildeten 1,25(OH)2 D 3 ist wahr-
scheinlich.
Auf Monozyten, die Vorläuferzellen von Makrophagen, wirkt 1,25(OH)2 D3 antiprolifera-
tiv und induziert ihre Differenzierung zu Makrophagen
(173;174). Dabei erwies sich der VDR-
Gehalt der Monozyten als entscheidend für ihr Ansprechen auf Vitamin D
(175;176). Retinoid-
säure (9-cis RA) und 1,25(OH)2 D3 bewirken (via eines VDR-RXR-Heterodimers; siehe un-
ten) je nach Konzentration der beiden Liganden die Differenzierung von myeloischen
Stammzellen entweder zu Monozyten oder zu neutrophilen Granulozyten
(177).
T- und B-Lymphozyten exprimieren während ihrer Reifung im Thymus VDR
(178) und
Glukokortikoid Rezeptoren (GR)
(179). Glukokortikoide regulieren die Apoptose heranreifen-
der Lymphozyten und scheinen damit an deren bereits angesprochener klonaler Deletion be-
teiligt zu sein
(179). Die Expression von VDR in diesen Zellen lädt zu Spekulationen über die
Rolle von 1,25(OH)2 D3 und seines nukleären Rezeptors an der Entstehung zentraler Tole-
ranz ein. Wenn T- und B-Lymphozyten den Thymus nach Abschluß ihrer Reifung als „ru-
hende“ Zellen verlassen, exprimieren sie kein VDR mehr. Die Expression von VDR wird erst
wieder im Rahmen der T-Zellaktivierung induziert
(161;162). 1,25(OH)2 D3 erwies sich dabei als
potenter Inhibitor der T-Zellproliferation
(180) und blockiert den Übergang der T-Lymphozy-
ten von der frühen (G1a) in die späte (G1b) G1-Phase, während der Übergang von G0 nach G1a
sowie von G1b nach S unbeeinträchtigt bleibt
(181). Eine Interaktion mit TGF-β  ist wahrschein-
lich
(182).
Abb. 1: Differentielle Wirkung von 1,25(OH)2 D3 auf T-Lymphozyten und Zytokine
T  S T  C
T  H1 T  H2
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Wie Eingangs erwähnt, bilden T-Lymphozyten eine heterogene Gruppe von Immunzellen
mit sehr variablen Charakteristika. Auch die Wirkung von 1,25(OH)2 D3 auf die einzelnen T-
Zell-Subgruppen ist sehr unterschiedlich (siehe Abbildung 1).
Während zytotoxische T-Lymphozyten (TC) durch Interaktion mit HLA Klasse I viral infi-
zierte Zellen zerstören, werden T-Helferzellen (TH) durch HLA Klasse II aktiviert. Letztere
sind für die TC-Reifung  und die Antikörpersynthese durch B-Lymphozyten notwendig. T-
Suppressorzellen (TS) wird eine Bedeutung für die Immuntoleranz zugesprochen. Vitamin D
induziert die Proliferation von TS-Zellen
(183), die die höchste VDR-Konzentration aller Lym-
phozyten aufweisen
(184;185). Den wichtigsten Angriffspunkt für 1,25(OH)2 D3 stellen jedoch die
TH-Lymphozyten dar
(186). Die Subgruppe der TH1-Zellen produziert IL-2 und IFN-γ  und ver-
mittelt die zelluläre Immunantwort durch Makrophagen und natürliche Killerzellen. Aller-
dings scheinen TH1-Lymphozyten auch für zentrale Reaktionen im Rahmen von Autoimmu-
nität und Transplantatabstoßung verantwortlich. TH2-Zellen sezernieren IL-4, IL-5, IL-6 so-
wie IL-10 und tragen zur Aktivierung von B-Lymphozyten und zur Antikörperproduktion
durch letztere bei. TH1- und TH2-Zellen hemmen sich gegenseitig und ermöglichen dem Im-
munsystem auf diese Weise offensichtlich die Auswahl der angemessenen Immunantwort auf
die jeweilige Infektion. Wie Abbildung 1 und Tabelle 4 verdeutlichen, wirkt 1,25(OH)2 D3 der
Synthese von IL-2, IFN-γ  und IL-12 entgegen
(187-189). Vitamin D scheint somit das Gleichge-







IL-2 induzierte zytotoxische Zytokine ↓
(194)
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•   Pankreas
Die Entdeckung von VDR im Pankreas
(200;201) führte zu zahlreichen Untersuchungen über die
Beteiligung von Vitamin D an der Insulinsekretion und damit der Regulation der Glukose-
Homeostase. Mittlerweile wurde klar, daß Vitamin D das Pankreas auf vielfältige Weise regu-
liert und möglicherweise sogar Rückkopplungsmechanismen existieren. Vitamin D beeinflußt
die Funktion der pankreatischen β -Zellen hauptsächlich direkt
(202). Seiner Wirkung auf den
Calcium-Metabolismus kommt dabei wohl eher eine untergeordnete Bedeutung zu. Ratten,
die an Vitamin D-Mangel leiden, weisen eine verminderte Insulinsekretion auf. 1,25(OH)2 D3
steigert die Transkription des Insulingens
(203), fördert die Insulinsekretion
(193) und verbessert
die Glukosesensitivität
(204) der β -Zellen. Neueste Untersuchungen zeigten einen Einfluß von
1,25(OH)2 D3 auf eine Vielzahl weiterer β -Zellproteine
(205). Im Gegenzug kann Insulin mögli-
cherweise auch den Vitamin D-Metabolismus beeinflussen: In diabetischen Individuen sind
die Plasmaspiegel von 1,25(OH)2 D3 und DBP reduziert
(206). Auch in Tiermodellen des Typ 1
Diabetes ist die Knochendichte ebenso vermindert
(206) wie die VDR-Expression diverser Ge-
webe
(207-209).
     Für zahlreiche endokrine Zellen konnte man inzwischen eine Wirkung von Vitamin D
auf die Expression von Oberflächenmarkern nachweisen. Die wohl wichtigste Beobachtung
stellt die 1,25(OH)2 D3 induzierte Verminderung der HLA Klasse II-Expression auf endokri-
nen Zellen dar
(210;211). Die Bedeutung der HLA Klasse II-Moleküle für die Pathogenese des
Typ 1 Diabetes mellitus und anderer Autoimmunerkrankungen wurde bereits in den Kapiteln









IFN-γ  induzierte HLA Klasse II Expression ↓
(210)
IFN-γ  induzierte HLA Klasse I Expression −
(210)
Testis
IFN-γ  induzierte HLA Klasse II Expression ↓
(211)
IFN-γ  induzierte HLA Klasse I Expression −
(211)
Schilddrüse
IFN-γ  induzierte HLA Klasse II Expression ↓
(211)
IFN-γ  induzierte HLA Klasse I Expression −
(211)
Tab. 5:  Effekte von 1,25(OH)2 D3 auf Pankreas und Metabolismus
1.2.2 Enzyme der Vitamin D-Synthese
25-Hydroxylase
Die 25-Hydroxylierung von Vitamin D stellt den initialen Schritt seiner Aktivierung dar. Obwohl
auch andere Gewebe zur 25-Hydroxylierung von Vitamin D in der Lage sind
(213), findet diese Re-
aktion überwiegend in der Leber statt
(214). Es gibt Hinweise für eine sowohl mikrosomale
(CYP2C11)
(215) als auch mitochondriale (CYP27)
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letzteren inzwischen die größere Bedeutung beigemessen wird, da CYP2C11 nur in männlichen
Individuen exprimiert wird
(217). CYP27 ist ein Cytochrom P450, desssen Aktivität keiner ausge-
prägten Regulation unterliegt. Die 25-Hydroxylierung ist damit fast ausschließlich vom Substrat-
angebot abhängig
(218).
Nach bisheriger Erkenntnis ist CYP27 ein monomorphes Enzym, von dem eine klinisch
relevante Mutationshäufung bisher nicht beschrieben wurde.
25-Hydroxyvitamin D-1α -Hydroxylase
Die 25-Hydroxyvitamin D-1α -Hydroxylase hydroxyliert 25(OH) D3 an C1 zum aktivsten natürli-
chen Vitamin D-Metaboliten, dem 1,25(OH)2 D3. Die Beobachtung, daß nephrektomierte Ratten
kein 1,25(OH)2 D3 mehr bilden können
(219), führte zur Entdeckung der renalen 25-Hydroxyvita-
min D-1α -Hydroxylase (CYP1α ). Dieses an der inneren Mitochondrienmembran der proximalen
Tubuluszellen gelegene Cytochrom P450 hydroxyliert 25(OH) D3
(220). Im Gegensatz zur 25-Hy-
droxylase CYP27 unterliegt CYP1α  einer ausgeprägten Regulation durch Parathormon
(221), Calci-
tonin
(222) und diverse Vitamin D-Metabolite
(223). Eine extrarenale Synthese von 1,25(OH)2 D3 wur-
de für Knochen, Leber, Plazenta, Haut und Makrophagen beschrieben
(224;225). Ihr wird jedoch le-
diglich eine auto- bzw. parakrine Funktion beigemessen
(226).
Auch CYP1α  ist ein monomorphes Enzym, dessen Gen sich auf Chromosom 12q in di-
rekter Nachbarschaft des VDR-Gens befindet
(227;228). Auf klinisch relevante Mutationen der 25-
Hydroxyvitamin D-1α -Hydroxylase wird in Kapitel 1.2.6 kurz eingegangen.
25-Hydroxyvitamin D-24-Hydroxylase
Die 24-Hydroxylierung von 1,25(OH)2 D3 bildet den Anfang einer Reihe von Oxidationsreaktio-
nen, deren Endprodukt die Calcitroidsäure ist. Sie ist ein biologisch inaktives, wasserlösliches
Molekül, das biliär eliminiert wird
(155). Die 24-Hydoxylierung erfolgt durch die 25-Hydroxyvitamin
D-24-Hydroxylase (CYP24) –ebenfalls ein mitochondriales Cytochrom P450.
Auch 25(OH) D3 und andere an C25 hydroxylierte Vitamin D-Metabolite sind Substrat für
CYP24
(229). Obwohl CYP24 eine wesentlich höhere Affinität zu 1,25(OH)2 D3 als zu 25(OH) D3
besitzt, wird in vivo mehr 24,25(OH)2 D3 als 1,24,25(OH)3 D3 gebildet
(230;231). Grund hierfür ist
zum einen die physiologisch etwa 1000fach höhere Konzentration von 25(OH) D3 im Vergleich
zu 1,25(OH)2 D 3 und zum anderen die höhere Geschwindigkeit der Reaktion 25(OH) D3 →
24,25(OH)2 D3
(232). Dies erklärt auch, daß 24,25(OH)2 D3 der Vitamin D-Metabolit mit der höch-
sten Serumkonzentration ist, wirft aber zugleich die Frage nach seinen eventuellen biologischen
Funktionen auf. Nach neueren Erkenntnissen scheint 24,25(OH)2 D3 nicht nur Vitamin D-Ab-
bauprodukt, sondern selbst auch an der Regulation von Knochen und Knorpel beteiligt zu
sein
(233-235). 24,25(OH)2 D3 bindet an einen –möglicherweise mit mVDR identischen– membranä-
ren Rezeptor und interagiert via PKC und Zyklooxigenase (COX) 
(236) mit Leukotrienen und Pro-
staglandinen
(237;238). Untersuchungen über die physiologische Relevanz der Vernetzung von Vita-
min D- und Arachoidonsäure-Stoffwechsel
(239) in Chondrozyten (und möglicherweise auch in an-
deren Zellen) stehen noch aus.
CYP24 wird in nahezu allen Vitamin D-Zielgeweben zusammen mit CYP1α  expri-
miert
(240). Dabei unterliegen beide einer zueinander inversen Regulation durch verschiedene Fak-
toren: 1,25(OH)2 D 3, 24,25(OH)2 D 3 sowie VDR induzieren
(241;242) und Östrogen, Testoste-
ron
(243;244) sowie Calcitonin
(245) inhibieren die Expression von CYP24. Parathormon hat –je nach
Gewebe– eine differentielle Wirkung auf die jeweilige CYP24-mRNA-Menge
(246;247). Die genann-
ten Substanzen haben den jeweils gegenteiligen Effekt auf die CYP1α -Expression.
Bemerkenswert ist, daß diabetische Individuen erhöhte 24,25(OH)2 D 3-Spiegel aufwei-
sen
(248), die durch Insulin normalisiert werden
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telbar induziert oder ob es sich hierbei um einen indirekten Effekt durch die veränderte Konzen-
tration anderer Vitamin D-Metabolite (siehe Kapitel 1.2.1 + 1.2.7) handelt, ist bisher unbekannt.
Die invers zueinander regulierte 24- und 1α - Hydroxylierung „vor Ort“ ermöglichen eine
Feinsteuerung der jeweiligen lokalen Wirkung von 25(OH) D3 und 1,25(OH)2 D3
(250) im Sinne ei-
nes Rückkopplungsmechanismus. Eine hohe 1,25(OH)2 D3-Konzentration hat einen beschleunig-
ten Abbau (durch CYP24) und eine verminderte Neusynthese (durch CYP1α ) von 1,25(OH)2 D3
zur Folge. Entsprechende Feedback- bzw. „Feedforward“-Mechanismen finden bei der Feinregu-
lation zahlreicher Steroidhormonwirkungen Anwendung (z.B. 11-β -Hydroxysteroiddehydrogena-
se: Cortisol →   Cortison; 5-α -Reduktase: Testosteron →  Dehydrotestosteron bzw. Östradiol).
CYP1α  und CYP24 sind –durch ihre Expression in Niere und Intestinum– an der Regula-
tion des systemischen Calcium-Haushalts beteiligt. Auto- bzw. parakrin haben sie die in diesem
Kapitel erläuterten Wirkungen auf das jeweilige Vitamin D-Zielgewebe.
1.2.3 Der nukleäre Vitamin D Rezeptor
Die genomischen Effekte von Vitamin D werden über seinen nukleären Rezeptor (VDR) vermit-
telt. VDR gehört zur Superfamilie der Steroid-/Schilddrüsenhormon-Rezeptoren
(251) und reguliert
die Transkription der Zielgene sowohl positiv als auch negativ durch Bindung an eine spezifische
DNA-Erkennungssequenz (VDRE, vitamin D responsive element).
Bereits Anfang der 60er Jahre zeigten Untersuchungen, daß Östrogen und andere Hor-
mone ähnlicher Struktur ihre Wirkung im Zellkern ihrer Zielzellen durch Beeinflussung der Gen-
expression nach Bindung an einen spezifischen Rezeptor vermitteln
(252). Einige Jahre später erga-
ben sich analoge Hinweise für die Wirkung von Vitamin D
(253;254) und bis Mitte der 70er Jahre
konnte die Existenz des VDR-Proteins zweifelsfrei nachgewiesen werden
(255). Die Verfügbarkeit
von Antikörpern gegen VDR führte zur Entdeckung seiner Expression in einer Vielzahl von Ge-
weben (siehe Tabelle 6), die offensichtlich nicht an der Calcium-Homeostase beteilgt sind, und
bereitete so den Boden für die Identifizierung zahlreicher weiterer Funktionen von Vitamin D
(siehe Kapitel 1.2.1). Die nukleäre Lokalisation von mit 1,25(OH)2 D3 besetztem VDR ist eindeu-
tig belegt, wohingegen auch ein zytosolisches Vorkommen des „freien“, unbesetzten VDR disku-
tiert wird
(255-257).
VDR liegt in den Vitamin D-Zielgeweben in einer Konzentration von etwa 10-100
fmol/mg Protein (≈ 500 bis 25000 Kopien VDR pro Zelle) vor. Das etwa 50 kDa große, serin-
phosphorylierte Protein
(258) bindet seinen Liganden, 1,25(OH)2 D3, mit hoher Selektivität und ei-
ner Affinität (Ka) von 
1 10 10 1
− × M . Die Affinität zu anderen Vitamin D-Metaboliten ist deutlich
geringer (Ka 
1 7 10 5
− × ≤ M )
(259;260).
Die VDR cDNA umfaßt ein einziges Transkript von 4,8 kb Länge. 1281 Nukleotide –ein-
gerahmt von 315 bp 5'- und 3,2 kb 3'-untranslatierten Regionen (UTR)– kodieren für 427 Ami-
nosäuren
(261). Das menschliche VDR-Gen ist auf Chromosom 12q13-14
(262;263) lokalisiert und um-
faßt 11 Exons, die auf mehr als 75 kb verteilt sind
(264;265). Die 5'-nicht kodierende Region enthält 3
Exons (1A, 1B und 1C), während die restlichen 8 Exons translatiert werden
(261). Durch differen-
tielles Splicing entstehen drei verschiedene mRNA-Isoformen, über deren Gewebeverteilungs-
muster und mögliche Stabilitätsunterschiede jedoch noch nichts bekannt ist
(264).
Die Homologie zwischen humanem VDR und Maus- bzw. Ratten-VDR beträgt 86%
bzw. 79% für das Gesamtprotein und etwa 95% für die DNA-Bindungsdomäne
(266). Die Struktur
des VDR entspricht dem Grundbauplan aller bekannten Steroidhormon-Rezeptoren und gliedert
sich in die Domänen A, B, C, D, E und F
(267). Die Domäne A und B dienen der Transaktivierung
von VDR und sind im Vergleich zu anderen nukleären Rezeptoren stark verkürzt. C bildet die
DNA-Bindungsdomäne und besteht aus zwei sogenannten „Zinkfingern“, in denen jeweils ein
Zinkatom eine koordinative Bindung mit vier Cysteinresten eingeht und die dreidimensionaleM.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
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Struktur des Proteins fixiert. Während der aminoterminale Zinkfinger der DNA-Bindung dient,
ist sein carboxyterminales Pendant für die Dimerisation (siehe unten) von VDR verantwort-
lich
(268). Die D-Domäne stellt den Übergang zur Liganden-Bindungsdomäne E/F dar
(269).
Gewebe/ Organsystem Referenz
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Tab. 6: Vitamin D-Zielgewebe (definiert durch die Expression von VDR)
Die Bindung von 1,25(OH)2 D3 an VDR führt zu Konformationsänderungen der E/F-Region,
stabilisiert die DNA-Bindung von VDR und ermöglicht so erst seine Dimerisation. Der E/F-Do-
mäne kommt zudem eine transkriptionsaktivierende Funktion (AF-2) zu
(280). Die Bindung eines
Liganden an VDR verlangsamt zudem die proteolytische Degradation des Rezeptors
(281;282). EineM.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
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Übersicht über die Struktur des VDR-Gen, der -mRNA und der -Proteindomänen gibt Abbil-
dung 2.
Viele nukleäre Rezeptoren (einschließlich VDR) binden entweder als Homodimer oder
als Heterodimer an eine für sie jeweils spezifische DNA-Erkennungssequenz (responsive ele-
ment)
(283). Die Dimerisation erleichtert dabei ihre kooperative, hochaffine Interaktion mit der
DNA.  Im Falle von VDR erkennt ein Rezeptor jeweils eine Hälfte eines Response-Elements.
Der Partner von VDR bei der Heterodimerisation ist der Retinoid X Rezeptor (RXR)
(284).
Abb. 2: Struktur von VDR-Gen, -mRNA und -Proteindomänen
An einem Beispiel (siehe Abbildung 3) soll kurz auf die VDR-RXR-Interaktion eingegangen wer-
den: In Abwesenheit von 1,25(OH)2 D3 liegt VDR als Homodimer an ein VDRE gebunden vor.
Dabei ist es entweder inaktiv oder hemmt die Transkription des entsprechenden Gens [1].
1,25(OH)2 D3 destabilisiert das VDR-VDR-Homodimer, und in Anwesenheit von RXR kommt
es zu Bildung eines VDR-RXR-Heterodimers am VDRE. Der VDR-RXR-Komplex bewirkt eine
verstärkte Transkription des zugehörigen Gens [2]. 9-cis RA (Retinoidsäure) vermindert die Affi-
nität von VDR und RXR zueinander sowie zum VDRE. Stattdessen fördert es die Bindung eines
RXR-RXR-Homodimers an einer RXRE (retinoid X responsive element) genannten DNA-Se-
quenz mit nachfolgender Transkription des dortigen Gens [3]
(285-288).
Die Homo- und Heterodimerbildung von VDR/RXR ermöglicht somit die differenzierte Trans-
kriptionskontrolle einer Vielzahl unterschiedlicher Gene durch nur wenige Liganden. Sowohl die
absolute Menge von VDR, RXR, 1,25(OH)2 D3 und 9-cis RA als auch deren Konzentrationsver-
hältnisse zueinander bestimmen, welche Gene transkribiert werden. Ferner würden demnach
Faktoren, die die Affinität der einzelnen Determinanten zueinander veränderten
(289), die Trans-
1a   1b                                 1c     2                     3            4 5  6             7 8     9
1a    1b     1c      2          3           4            5          6           7          8                       9
-281  -204    -83  -2        147     278          463     584        756       908   1025                                    ~4800
5' 3'
1  24           89                                    242   272      320                   404  427
N-Terminus C-Terminus






Fok                                              Bsm           Taq
Apa          3'UTR
~75kb auf Chromosom 12q
II I
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kription einzelner Gene beeinflussen. Weitere Details dieses komplexen Systems sind an anderer
Stelle beschrieben
(290).
Abb. 3: Interaktion von VDR und RXR bei der Transkriptionskontrolle
1.2.4 Genomische Varianten des nukleären Vitamin D Rezeptors
Im VDR-Gen sind mehrere Polymorphismen bekannt: Ein T→ C Basenaustausch im ersten Ko-
don des Exons 2 führt zu einem um 3 Aminosäuren kürzeren Protein
(291). Dieser Polymorphis-
mus kann durch die Restriktionsendonuklease FokI mit einem RFLP nachgewiesen werden (siehe
Kapitel 2.3.4)
(292). Im letzten Intron des VDR-Gens sind zwei Polymorphismen mit den Restrik-
tionsenzymen BsmI und ApaI detektierbar. Im Exon 9 existiert ein „stiller“ T→ C Basenaustausch
(nachweisbar mit der Restriktionsendonuklease TaqI), der zu keiner Veränderung der Aminosäu-
resequenz führt
(293). Die 3'-untranslatierte Region (UTR) enthält einen variablen Poly(A)-Ab-
schnitt
(293). Von der Existenz weiterer, bisher unbekannter Polymorphismen in dem mit 75 kb
sehr großen VDR-Gen kann ausgegangen werden.
Über die funktionelle Relevanz der bekannten Polymorphismen gibt es widersprüchliche
Daten: Intronische Bereiche können an der Regulation der Transkription beteiligt sein
(294). Ent-
sprechende Hinweise für den BsmI- und den ApaI-Polymorphismus fehlen jedoch bisher
(295;296).
Der FokI-Polymorphismus reduziert die Länge der für die Transaktivierung wichtigen A-Domäne
von 20 auf 17 Aminosäuren. Berichten über eine dadurch (in vivo) veränderte Funktionalität
(297;298)
von VDR –verursacht durch Unterschiede in Affinität, Transaktivierungsfunktion
(299) oder
mRNA-Menge
(300)– stehen negative (in vitro) Daten gegenüber
(301). Die 3'-UTR eines Gens kann
Einfluß auf die Stabilität seines Transkripts haben
(302). Die diesbezüglichen Auswirkungen des 3'-
UTR-VDR-Polymorphismus werden unterschiedlich bewertet
(293;303).  Da –wie oben erwähnt–
verschiedene mRNA-Isoformen des VDR existieren, deren Gewebeverteilung und potentielle
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Stabilitätsunterschiede bisher nicht genau charakterisiert sind
(264), müssen die in vitro Daten über
die funktionelle Relevanz der VDR-Polymorphismen mit großer Zurückhaltung bewertet werden.
1.2.5 Der membranäre Vitamin D Rezeptor
Eine Reihe von Studien der letzten Jahre zeigte, daß nicht alle 1,25(OH)2 D3 vermittelten Effekte
durch eine Interaktion zwischen VDR-Hormon-Komplex und Genom erklärt werden können
(304).
1,25(OH)2 D3 beeinflußt innerhalb von 1-2 Minuten





(308) –viel zu schnell, um über eine Regulation der
Transkription der Vitamin D-Zielgene zu wirken.  Zudem gibt es Hinweise für eine Interaktion
von 1,25(OH)2 D3 mit Proteinkinase C (PKC)
(309). PKC ist normalerweise an G-Protein gekoppel-
ten, membranären Signalkaskaden beteiligt. Die Kinetik dieser Interaktion von 1,25(OH)2 D3 und
PKC unterscheidet sich von der Kinetik des bereits bekannten nukleären Rezeptors. Daher geht
man von der Existenz eines membranären Vitamin D Rezeptors aus, dessen physiologische Be-
deutung noch weitgehend offen ist. Ein Kandidatenprotein (60 kDa; Ka 
1 10 10 5
− × ≈ M ; 50-500
Kopien pro Zelle) ist inzwischen identifiziert worden
(310). Die Bestätigung dieser Befunde
(311) und
die Klonierueng des entsprechenden Gens stehen allerdings noch aus.
1.2.6 Das Vitamin D bindende Protein
Das Vitamin D bindende Protein (DBP) bindet und transportiert Vitamin D sowie dessen Meta-
bolite im Blut
(312). Seine Funktion wurde im Rahmen der „freien Hormon“-Hypothese erklärt
(313).
Diese Hypothese besagt, daß nur freies, nicht gebundenes Steroid-/Peptidhormon biologisch ak-
tiv ist, während das an Hormon bindendes Protein gekoppelte Hormon als schnell verfügbares –
aber inaktives– Reservoir dem Körper zur Verfügung steht
(314). Vergleichbare Transportproteine
existieren für die Schilddrüsenhormone T3 und T4, für Kortisol und für die Sexualhormone. Bis
vor kurzem hielt man die Bindung und den Transport von Vitamin D für die Hauptaufgabe von
DBP. Inzwischen sind eine Reihe weiterer Funktionen bekannt, auf die später eingegangen wird.
Ursprünglich wurde DBP bereits 1959 als polymorphes Protein im Rahmen der Serum-
elektrophorese identifiziert und als Gc (Group-specific component)-Globulin bezeichnet
(315). Zu
diesem Zeitpunkt war die biologische Funktion von DBP unklar, aber man machte sich seinen
ausgeprägten Polymorphismus bei populationsgenetischen und forensischen Untersuchungen zu-
nutze. Später hielt man DBP für ein Akute Phase-Protein
(312).
DBP ist ein hochpolymorphes, monomeres Serumprotein von etwa 58 kDa
(316). Seine ex-
akte Größe hängt vom Glykosylierungsgrad ab. Das DBP-Gen liegt auf Chromosom 4q11-
q13
(317;318) und umfaßt 13 Exons auf 42 kb
(319). Die mRNA enthält 1690 Nukleotide, die für das
458 Aminosäuren umfassende, sezernierte Protein kodieren. Die Sequenzhomologie zum DBP
der Ratte und der Maus beträgt jeweils 77% bzw. 78%
(319). Zudem weist DBP eine große Ver-
wandtschaft mit dem chromosomal benachbarten Albumin und α -Fetoprotein auf, mit denen es
zu einer Genfamilie gehört
(320), die aus einem gemeinsamen Vorläufergen vor etwa 500-600 Milli-
onen Jahren entstand
(321).
Das im Blut zirkulierende DBP wird beinahe ausschließlich von der Leber syntheti-
siert
(320;322). Eine Reihe weiterer Gewebe exprimiert DBP (jedoch in weit geringerer Menge): Nie-
re
(320), Testis und Fettgewebe. DBP ist bereits ab der 10. bis 13. Gestationswoche nachweisbar
(323).
Die exakten an der Regulation der DBP-Transkription beteiligten Mechanismen sind bisher un-
bekannt. Seine Transkription scheint an Albumin gekoppelt zu sein und durch Östrogen
(324),
STH
(325), IL-6 und TGF-β
(326) reguliert zu werden.
Das DBP-Gen enthält drei verbreitete Polymorphismen. Im Exon 11 führt ein T/G-Po-
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anstelle von Asp enthält. Im Allel „2“ (oder „T420K“; detektierbar mit HaeIII) ersetzt Lys im Ko-
don 420 Thr durch einen C/A-Polymorphismus
(327). Während Threonin glykosyliert werden kann,
ist die Bindung von N-Acetylneuraminsäure an das Allel „2“ an Position 420 nicht möglich
(328).
Mit dem Nachweis der beiden Exon 11-Polymorphismen und deren Nomenklatur beschäftigt
sich Kapitel 2.3.4 eingehender (siehe auch Abbildung 4). Der in Intron 8 befindliche (TAAA)n-
Repeat-Polymorphismus wird in Kapitel 2.3.7 näher erläutert
(329). Desweiteren sind mehr als 120
sehr seltene Varianten von DBP durch isoelektrische Fokusierung beschrieben worden
(330), deren
Existenz bisher jedoch eher von anthropologischem Interesse ist.
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Ursprünglich ging man davon aus, daß sich das Vitamin D-Bindungsverhalten der einzelnen
DBP-Isoformen nicht voneinander unterscheidet
(327). Neuere Studien legen jedoch nahe, daß sehr
wohl Affinitätsunterschiede für 25(OH) und 1,25(OH)2 Vitamin D zwischen den einzelnen Alle-
len bestehen
(331) und daß auch ungesättigte Fettsäuren, die ihrerseits an DBP binden, die Affinität
von DBP zu Vitamin D beeinträchtigen 
(332). DBP zirkuliert in einer Konzentration von 4-8 µM
im Plasma
(333) und hat dort eine Halbwertzeit von 2½-3 Tagen
(334). Damit werden etwa 10 mg
DBP pro kg Körpergewicht und Tag synthetisiert. Neben dem oben bereits erwähnten hormo-
nellen Einfluß senken eine chronische Leberinsuffizienz und eine massive Proteinurie die DBP-
Serumkonzentration
(333).
Folgende Funktionen des DBP sind inzwischen beschrieben worden:
•   Vitamin D-Bindung
DBP verfügt über eine hohe Affinität (Ka) zu Vitamin D (
1 8 10 5
− × M  für 25(OH) D3 und
1 7 10 4
− × M  für 1,25(OH)2 D3) und bindet jeweils ein Steroid-Molekül pro Molekül DBP
(335).
Lediglich 2% des zirkuliernden DBP sind durch Vitamin D besetzt
(333;336). Nur 0,04% des
25(OH) D3 bzw. 0,40% des 1,25(OH)2 D3 kommen frei im Plasma vor. Der Rest liegt zu 12
bzw. 15% an Albumin und zu 88 bzw. 85% an DBP gebunden vor
(337). Während endogen
synthetisiertes Cholecalciferol hauptsächlich an DBP gebunden wird
(338;339), übernehmen Chy-
lomikronen den Transport von intestinal aufgenommenem Vitamin D
(336). DBP scheint damit
an der Regulation der hepatischen und renalen Vitamin D-Hydroxylierung beteiligt zu sein.
Ferner sind die Serumkonzentrationen von 25(OH) D3 und 1,25(OH)2 D3 eng mit der Serum-
konzentration von DBP korreliert
(340).
•   Aktin-Bindung
DBP bindet monomeres, globuläres (G-) Aktin mit einer Affinität (Ka) von 
1 7 10 2
− × M
nicht kovalent und unabhängig von einer Vitamin D-Bindung an DBP
(341;342). Die Bedeutung
der Interaktion des extrazellulären DBP und des intrazellulären G-Aktins gibt bis heute Rätsel
auf. DBP hemmt die Polymerisation von G- zu filamentärem (F-) Aktin
(343), und eine intrazel-
luläre Injektion von DBP bewirkt eine reversible Depolymerisation des Zytoskeletts
(344). Zu-
dem fand man im Plasma von Patienten mit ausgedehnter Gewebezerstörung und Entzün-
dungsreaktion –wie Lebernekrose und Lungenembolie– hohe Konzentrationen von DBP-
Aktin-Komplexen
(345). Die plausibel klingende These des DBP vermittelten Schutzmechanis-
mus gegen unkontrollierte Aktin-Polymerisation im Rahmen von Verletzungen und Entzün-
dungen bedarf allerdings noch der Bestätigung durch in vivo Experimente. Die bisherigen Da-
ten sind keineswegs eindeutig.
•   Aktivierung von Makrophagen, Stimulation von Osteoklasten
Neuere Untersuchungen legen nahe, daß DBP die FC-Rezeptor-Aktivität auf Makrophagen
sowie deren Peroxid-Produktion erhöht . Die Aktivierung von Makrophagen durch T- und
B-Lymphozyten erfordert einen Serumfaktor, bei dem man mittlerweile davon ausgeht, daß
es sich um modifiziertes DBP handelt
(346;347). Dieser sogenannte Makrophagen aktivierende
Faktor (MAF) entsteht durch sequentielle Glykosylierung von DBP durch Exoenzyme der B-
und T-Lymphozyten, Galaktosidase und Sialidase, wie sich inzwischen auch in vitro nachwei-
sen ließ
(346-348).
Ein ähnlicher, aktivierender Effekt von MAF konnte für Osteoklasten nachgewiesen
werden, deren Vorläuferzellen von Makrophagen bzw. Monozyten abstammen
(348). DBP-
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ter den Zeichen eines schweren Vitamin D-Mangels
(349). Untersuchungen über eine Beein-
trächtigung der Makrophagenfunktion an diesen Tieren stehen noch aus.
•   Wirkung als C5a Ko-Chemotaxin
Ein Serumprotein, das die C5a vermittelte Chemotaxis von Leukozyten verstärkt, stellte sich
als DBP heraus
(335;350). Zunächst schien es, als würde DBP C5a vor enzymatischer Proteolyse
schützen oder eine Interaktion zwischen Komplement und neutrophilen Granulozyten ver-
mitteln
(351). Inzwischen wurde klar, daß eine Bindung an C5a für die Wirkung von DBP als
Ko-Chemotaxin nicht notwendig ist
(352;353). Dagegen erscheint eine Internalisierung von DBP
durch neutrophile Granulozyten wahrscheinlich
(354).
1.2.7 Pathophysiologie des Vitamin D Systems und seine Krankheitsasso-
ziationen
Aus den zahlreichen Funktionen von Vitamin D im menschlichen Körper und aus der Komple-
xität seines Metabolismus ergibt sich eine Fülle von Erkrankungen, die mit 1,25(OH)2 D3 im Zu-
sammenhang stehen. Die folgende kurze Übersicht geht nur auf pathologische Zustände ein, die
entweder genetische oder (auto)-immunologische Aspekte des Vitamin D-Systems und somit ei-
nen Bezug zur Thematik dieser Arbeit haben.
Pathophysiologie des Calcium-Stoffwechsel
•   Vererbte Vitamin D-abhängige Rachitis
Bereits im Kindesalter kommt es bei der vererbten Vitamin D-abhängigen Rachitis
(HVDDR, hereditary vitamin D dependent rickets) zu schweren Vitamin D-Mangelerschei-
nungen, besonders des Skeletts
(355). Trotz ausreichender Aufnahme der Vitamin D-Vorstufen
mit der Nahrung sowie genügender UV-Exposition finden sich bei den Patienten deutlich re-
duzierte 1,25(OH)2 D 3-Spiegel während die 25(OH) D3-Werte im Normalbereich liegen
(356).
Ursache der HVDDR ist ein Defekt der renalen 25-Hydroxyvitamin D-1α -Hydroxylase, de-
ren Aktivität stark vermindert ist
(357). Die Erkrankung wird autosomal rezessiv vererbt
(355), ihre
genetische Grundlage bleibt jedoch unklar, da die Lokalisation des für die CYP27-spezifische
Untereinheit des Cytochrom P450-Komplexes kodierenden Gens noch nicht bekannt ist.
•   Vererbte Vitamin D-resistente Rachitis
Das klinische Bild der Patienten mit vererbter Vitamin D-resistenter Rachitis (HVDRR, here-
ditary vitamin D resistent rickets) ähnelt stark den Symptomen der HVDDR-Patienten. Aller-
dings weisen HVDRR-Patienten eine erhöhte 1,25(OH)2 D3-Plasmakonzentration
(358) und da-
mit Zeichen einer Endorganresistenz gegenüber Vitamin D auf
(359). Ursache der Vitamin D-
resistenten Rachitis stellen Mutationen des Vitamin D Rezeptors dar. Über ein Dutzend ver-
schiedener –vor allem die DNA-Bindungsdomäne betreffende– Mutationen sind bisher be-
schrieben worden
(360). Der Vererbungsmodus der HVDRR ist ebenfalls autosomal rezessiv.
•   VDR-Polymorphismen und Osteoporose
Osteoporose ist charakterisiert durch eine Abnahme der Knochendichte um mehr als 2,5
Standardabweichungen von der Altersnorm. Die verringerte Stabilität der Knochen führt zu
Frakturen durch minimale Traumen
(361). Die durch familiäre Häufung der Osteoporose impli-
zierte genetische Komponente dieser Erkrankung
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den Calcium-Haushalt bildeten den Ausgangspunkt für Assoziationsstudien zwischen Poly-
morphismen des VDR (siehe Kapitel 1.2.3) und Osteoporose. Diese Untersuchungen waren
die ersten, in denen mögliche funktionelle Unterschiede der VDR-Allele als Grundlage einer
Erkrankung beleuchtet wurden. Einer Fülle von Studien, die eine Assoziation von VDR-Alle-
len mit Osteoporose berichten
(292;293;300;363), steht eine ebenso große Anzahl negativer Befunde
gegenüber
(364-366). Genetische Heterogenität sowohl der untersuchten Populationen als auch
der Erkrankung sind eine mögliche Erklärung für die uneinheitlichen Ergebnisse
(365;367).
Vitamin D bei Malignität und Autoimmunität
•   Vitamin D, VDR-Polymorphismen und Malignität
Seit 1980 gibt es zunehmend Hinweise für eine Beziehung zwischen Vitamin D-Metabolis-
mus und Malignität. Dem eher indirekten Hinweis einer Assoziation des geographischen
Breitengrades und der Sonnenintensität mit der Kolonkarzinom bedingten Mortalität
(368) folg-
ten Studien, die eine inverse Korrelation der 25(OH) D3-Serumkonzentration und der Inzi-
denz von Kolonkarzinomen
(369;370) zeigten. Ähnliches wurde später auch für Mamma-
(371) und
Prostatakarzinom beobachtet
(372-374). Eine ebenfalls inverse Korrelation der 1,25(OH)2 D 3-
Spiegel mit dem Stadium eines Kolonkarzinoms wurde jüngst berichtet
(375). 1,25(OH)2 D3 in-
hibiert die Angiogenese
(376) und die Metastasierung
(377-379) von malignen Tumoren. Als Mecha-
nismen hierfür werden –neben einem Eingreifen in den Zellzyklus
(380)– auch die Induktion
von Apoptose
(381-383) und die verminderte Expression von Onkogenen
(384) und Wachstumsfak-
toren
(385) bzw. deren Rezeptoren
(386) durch Vitamin D diskutiert, die offensichtlich exklusiv
über den nukleären Vitamin D Rezeptor vermittelt werden
(387). Einige Onkogene scheinen die
maligne Transformation von Zellen zu induzieren, indem sie die VDR-RXR-Heterodimerisa-
tion inhibieren
(388). In vitro wirkt Vitamin D auf leukämische Zellen
(173) und Mammakarzinom-
zellen
(389) anti-proliferativ und pro-differenzierend. Die Progression von kleinzelligen Bron-
chialkarzinomen wird durch Vitamin D und seine Analoga ebenso verlangsamt
(390). Entspre-
chende Berichte für Schilddrüsenkarzinome liegen bisher nur für in vitro Experimente
(391) vor
und konnten in vivo bisher noch nicht bestätigt werden
(392). Eine Reihe klinischer Studien zum
Einsatz von 1,25(OH)2 D3 und seiner Analoga in der Therapie diverser Malignome sind noch
nicht abgeschlossen






(401-404) und malignes Melanom
(405) wur-
den Assoziationen mit Polymorphismen des VDR-Gens berichtet. Diese Befunde implizieren
funktionelle Unterschiede der VDR-Allele bei der Vermittlung der 1,25(OH)2 D3-Wirkung im
Rahmen maligner Prozesse. Eine um 50% verringerte VDR-Expression führt zu einer Ver-
doppelung von Proliferationsrate und c-myc Expression der entsprechenden Zelle
(406). Die
Prognose von Kolonkarzinomen scheint ferner mit dem Ausmaß ihrer VDR-Expression kor-
reliert zu sein
(407).
•   Vitamin D und Typ 1 Diabetes mellitus
Typ 1 Diabetes-Patienten weisen reduzierte 1,25(OH)2 D3-Werte auf
(408-410). Wie bereits darge-
legt, könnten die niedrigen 1,25(OH)2 D3-Serumkonzentrationen durch die verminderte Insu-
linsekretion der Typ 1 Diabetiker verursacht sein (siehe Kapitel 1.2.1). Andererseits wäre auch
ein durch verminderte Vitamin D-Spiegel „hyperaktives“ oder dysreguliertes Immunsys-
tem
(411) als Ursache eines Typ 1 Diabetes mellitus denkbar. Die Beobachtung normaler
1,25(OH)2 D3-Konzentrationen bei optimaler Diabeteseinstellung in einigen Studien
(410;412) so-
wie die inverse Korrelation von Diabetesdauer und 1,25(OH)2 D 3-Spiegeln
(413) untermauern
die erste Hypothese. Befunde verringerter 1,25(OH)2 D 3-Serumspiegel bei Patienten mit
systemischem Lupus erythematodes
(414) und Morbus Basedow
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für eine Beteiligung von Vitamin D an der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen wie
Typ 1 Diabetes.
Die verringerte 1,25(OH)2 D 3-Konzentration ist möglicherweise auch auf den beo-
bachteten Abfall der DBP-Spiegel zurückzuführen
(417;418). Die freie Hormon-Konzentration ist
bei Typ 1 Diabetes-Patienten normal oder sogar leicht erhöht
(418). Eine weitere Erklärungs-
möglichkeit ergibt sich aus der Feststellung, daß die Bindung von Vitamin D an VDR durch
Phospholipide und Fettsäuren nicht-kompetitiv gehemmt wird
(419). Schiff’sche Basen, zu de-
nen unter anderem Aldehyde und Ketone gehören, inhibieren die DNA-Bindung des Rezep-
tors
(420;421). Wie erläutert, zirkulieren diese Substanzen bei diabetischer Stoffwechsellage ver-
mehrt im Blut.
Die NOD (non obese diabetic) Maus ist ein Tiermodell für den Typ 1 Diabetes, das
durch autoimmune Zerstörung der pankreatischen β -Zellen charakterisiert ist
(422-424). Etwa
60% der weiblichen NOD Mäuse entwickeln bis zum Alter von 200 Tagen spontan Autoim-
mun-Diabetes. Durch eine Behandlung der Tiere mit 1,25(OH)2 D 3 kann die Diabetesinzi-
denz auf unter 10% gesenkt werden
(185). Der protektive Effekt von Vitamin D auf die dem
klinischen Diabetes vorausgehende Insulitis (mikropathologisch faßbare β -Zellentzündung)
ist dabei noch deutlicher
(425). 1,25(OH)2 D3 und seine Analoga wirken dabei synergistisch zu
Cyclosporin A
(426). Auch das Entstehen von autoimmuner Enzephalitis (Tiermodell der multi-
plen Sklerose)
(191;427-430) und autoimmuner Thyreoiditis
(431) kann durch Vitamin D verhindert
werden.
Eine epidemiologische Studie in mehreren europäischen Staaten zeigte, daß eine er-
höhte Vitamin D-Zufuhr in früher Kindheit mit einer verringerten Typ 1 Diabetes-Inzidenz
korreliert scheint
(432). Im Widerspruch hierzu steht allerdings die Tatsache, daß Vitamin D in
den skandinavischen Ländern (eine Region mit sehr hoher Typ 1 Diabetes-Inzidenz) bereits




Neben seiner „klassischen“ Rolle im Rahmen des Calcium- und Phosphat-Stoffwechsels wirkt
Vitamin D auch antiproliferativ und immunmodulierend. Auf molekularer Ebene beeinflußt es
dabei genau diejenigen Vorgänge, die für das Enstehen von Typ 1 Diabetes mitverantwortlich
sind. Tierexperimentell verhindert 1,25(OH)2 D 3 das Entstehen von Typ 1 Diabetes. Die Wir-
kung von Vitamin D wird unter anderem durch die an seiner Synthese und seinem Abbau betei-
ligten Enzyme, durch das Vitamin D bindende Protein und durch den nukleären Vitamin D Re-
zeptor vermittelt. Während die Vitamin D-Hydroxylasen –nach bisherigem Kenntnisstand– mo-
nomorph sind, existieren von VDR und DBP genetische Polymorphismen, die –je nach Haplo-
typ– möglicherweise funktionelle Unterschiede des Vitamin D Stoffwechsels bedingen. Eine As-
soziation mit Polymorphismen des Vitamin D Rezeptors wurde bereits von verschiedenen
Krankheiten berichtet. Unter Berücksichtigung der funktionellen Daten über die Rolle von Vita-
min D bei Autoimmunität sind die Gene sowohl des nukleären Vitamin D Rezeptors als auch des
Vitamin D bindenden Proteins potentielle Kandidaten für eine Assoziation mit Typ 1 Diabetes
mellitus.
Zwar wurden für die Genorte des nukleären Vitamin D Rezeptors (VDR, Chromosom
12q12-q14) und des Vitamin D bindenden Proteins (DBP, Chromosom 4q11-q13) in den bisheri-
gen Genomscans keine Assoziationen mit Typ 1 Diabetes mellitus berichtet
(113;115;121-123;126;133), Be-
rechnungen haben jedoch gezeigt, daß Genomscans an mindestens 1000 betroffenen Ge-
schwisterpaaren (ASPs) nötig sind, um die Existenz weiterer Suszeptibilitäts-Loci mit einem λ s ≥
1,25 (λ s: Verhältnis des Geschwisterrisikos zum allgemeinem Populationsrisiko) sicher auszu-
schließen –ein Effekt, der mit dem von IDDM2 vergleichbar ist
(120;433;434). Die bisher publizierten
Studien haben ausnahmslos kleinere Kollektive untersucht. Ein signifikanter Beitrag des nukleä-
ren Vitamin D Rezeptors oder des Vitamin D bindenden Proteins zum genetischen Typ 1 Diabe-
tes-Risiko kann somit bisher in keiner Population ausgeschlossen werden.
Vor dem Hintergrund der engen Verflechtung von Typ 1 Diabetes-Pathogenese und Vi-
tamin D Stoffwechsel untersucht die vorliegende Arbeit daher genetische Polymorphismen des
nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins auf eine Assoziation mit
Typ 1 Diabetes mellitus.
1.3.2 Methodische Überlegungen
Für die Untersuchung einer möglichen Krankheitsassoziation eines polymorphen Kandidaten-
gens bestehen grundsätzlich zwei Möglichkeiten: Fall-Kontroll-Studie und Familienanalyse. Wäh-
rend bei Fall-Kontroll-Studien die Genotyp- oder Haplotypfrequenzen der Patientengruppe mit
denen eine gesunden Kontrollgruppe verglichen werden, dienen bei der Familienanalyse die elter-
lichen nicht an den Patienten transmittierten Allele als interne Kontrollgruppe. Vorteil der Fall-
Kontroll-Studie ist der geringe Aufwand hinsichtlich der Probandenrekrutierung, während das
Risiko eines systematischen Fehlers durch den Vergleich mit einer nicht adäquaten Kontrollgrup-
pe und die Unmöglichkeit einer indirekten Haplotypisierung (siehe Kapitel 2.3.8) zu ihren ent-
scheidenden Nachteilen zählen. Die höhere Sensitivität und Spezifität der Familienanalyse zusam-
men mit der Möglichkeit der indirekten Haplotypisierung gaben den Ausschlag, die Hypothese ei-
ner Assoziation von VDR und DBP mit Typ 1 Diabetes mellitus in dieser Arbeit mit Hilfe einer
Familienanalyse zu testen.
Die bei Familienanalysen verwendeten statistischen Tests (siehe Kapitel 2.3.10) berück-
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sich die statistische Aussagekraft durch die Typisierung mehrerer in starkem Linkage Disequilibri-
um zueinander stehender Polymorphismen
¶. Durch die Typisierung möglichst vieler Polymor-
phismen erhöht sich jedoch gleichzeitig die Wahrscheinlichkeit, den Familienmitgliedern eindeu-
tige Haplotypen zuordnen zu können, wodurch eine statistische Analyse überhaupt erst möglich
wird. Daher wurden in der vorliegenden Arbeit folgende Polymorphismen typisiert: FokI, ApaI,
BsmI und TaqI innerhalb des VDR-Gens sowie (TAAA)n-Repeat, StyI und HaeIII innerhalb des
DBP-Gens.
Es gibt zahlreiche Beispiele für scheinbar klar definierte Krankheiten, bei denen gewisse
Risikofaktoren in verschiedenen Subpopulationen eine unterschiedlich große Bedeutung haben.
Man spricht in diesem Fall von einer Heterogenität der betreffenden Erkrankung. Streng genom-
men handelt es sich um ggf. verschiedene Pathomechanismen und daher voneinander distinkte
Erkrankungen mit einem identischen klinischen Erscheinungsbild. Analoge Überlegungen gelten
für genetische Risikofaktoren vor allem dann, wenn z.B. das Erkrankungsalter weit streut oder
Jungen und Mädchen unterschiedlich häufig erkranken. Um genetische Effekte, , die nur in Sub-
populationen wirksam sind, nicht zu übersehen, führt man entsprechende Subgruppenanalysen
oder sogenannte Konditionierungen durch (siehe Kapitel 2.3.9).
Einige der oben angesprochenen Punkte werden in späteren Kapiteln (2.3.9 + 2.3.10)
noch eingehender diskutiert.
                                                
¶ Im Extremfall eines maximalen, positiven Linkage Disequilibriums zwischen zwei Markern XhoI (X/x) und
NstI (N/n) existieren nur zwei der theoretisch vier möglichen Haplotypen: XN und xn. Durch die Typisierung von
NstI kennt man folglich automatisch den Genotyp für XhoI. Die ETDT-Analyse des XhoI/NstI-Haplotyps wird
denselben Chi²-Wert wie die TDT-Analyse von NstI oder XhoI ergeben. Der Freiheitsgrad (df=3) des 2-Locus-
Haplotyps ist jedoch größer als der Freiheitsgrad des einzelnen Polymorphismus (df=1), und dadurch ist seine
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2. INDIVIDUEN, MATERALIEN UND METHODEN
2.1 Familien und Patienten
Untersucht wurden 152 Familien kaukasoiden Ursprungs mit mindestens einem an Diabetes mel-
litus Typ 1 erkrankten Abkömmling. Gesammelt wurde die DNA des Patienten, seiner beiden El-
tern und möglichst vieler Geschwister. Insgesamt stand DNA von 553 Individuen (davon 94 ge-
sunde Geschwister) zur Verfügung.
In 4 Familien war neben dem Patienten auch ein Elternteil an Diabetes mellitus Typ 1 er-
krankt, in 9 Familien waren jeweils 2 Geschwister von der Erkrankung betroffen. In 6 weiteren
Familien stand lediglich die DNA eines Elternteils, jedoch zusätzlich die DNA mindestens eines
Geschwisters des Patienten, zur Verfügung. A priori war in diesen Fällen also eine Rekonstruktion
der fehlenden elterlichen Haplotypen möglich (indirekte Haplotypisierung: siehe Kapitel 2.3.8).
Diese 6 Familien wurden deshalb in die Studie eingeschlossen.
Die Familien wurden in der endokrinologischen Ambulanz, dem Diabetes-Schulungszen-
trum der Medizinischen Klinik I sowie am Zentrum der Kinderheilkunde des Universitätsklini-
kums Frankfurt am Main rekrutiert. Alle Personen gaben ihr Einverständnis zur Erhebung und
Verarbeitung ihrer klinischen und genetischen Daten zu wissenschaftlichen Zwecken. Die Diag-
nosestellung „Diabetes mellitus Typ 1“ erfolgte nach WHO-Kriterien
(9).
Von den 161 Patienten waren 87 männlich und 74 weiblich (m/w-Verhältnis von 1,18).
Das Erkrankungsalter war bei 124 Patienten bekannt und lag im Durchschnitt bei 8,52 Jahren mit
einer Standardabweichung von 5,60 Jahren (männlich: 8,54 ±  5,84 Jahre; weiblich: 8,50 ±  5,36
Jahre). Von 110 Patienten war der CTLA4 Exon 1-Genotyp bekannt; 144 Patienten waren zuvor
für HLA-DR/DQ haplotypisiert worden. Daten über Autoantikörper oder klinische Befunde
(Hb-A1c, Komplikationen) lagen nur vereinzelt vor und konnten daher bei der Auswertung der
Daten nicht berücksichtigt werden.
2.2 Materialien
Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Geräte, Chemikalien, Puffer, Lösungen,
Enzyme, Nukleotide und Software sind in den folgenden Tabellen alphabetisch aufgeführt. Die
jeweiligen Bezugsquellen und Referenzen sind genannt.
2.2.1 Geräte und Verbrauchsmaterialien
Artikel                                                                                     Bezugsquelle                         
Autoklav Tuttnauer, Breda (NL)
Agarose-Elektrophorese-Apparatur Renner, Dannstadt (D)
Agarose-Gelkammer Renner, Dannstadt (D)
Celloshaker Variospeed Renner, Dannstadt (D)
Elektrophorese-Apparatur (Agarose) Renner, Dannstadt (D)
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Artikel                                                                                     Bezugsquelle                         
Elektrophorese Power Supply (PAGE) Pharmacia Biotech, Uppsala (S)
Falcon-Tubes Greiner, Frickenhausen (D)
Gefrierschränke (-20°C) Bosch, Stuttgart (D)
AEG, Nürnberg (D)
Gefrierschränke (-80°C) Heraeus Sepatech, Hanau (D)
Gelbond PAG Film FMC, Rockland (ME, USA)
GPR-Zentrifuge Beckmann, Fullerton (CA, USA)
Kühlschränke (+4°C) Liebherr, Biberach an der Riß (D)
Bosch, Stuttgart (D)
Mikrowelle AEG, Nürnberg (D)
Mikrofuge E-Tischzentrifuge Beckman, Fullerton (CA, USA)
Multiphor-Gerät Pharmacia LKB, Uppsala (S)
Multitemp-Gerät Pharmacia LKB, Uppsala (S)
pH-Meter IKA Labortechnik, Staufen (D)
Pipetten Eppendorf, Hamburg (D)
Pipettenspitzen Sarstedt, Nürnbrecht (D)
Polaroid-Filme 667 Polaroid, Cambridge (MA, USA)
Polaroid-Sofortbildkamara Polaroid, Cambridge (MA, USA)
Präzisionswaage LC 620 S Sartorius, Göttingen (D)
PCR-Reaktionsgefäße Biozym, Hessisch Oldendorf (D)
UV-Transilluminator Renner, Dannstadt (D)
Reaktionsgefäße mit Schraubverschluß Sarstedt, Nürnbrecht (D)
Thermocycler PTC-200 MJ Research, Las Vegas (NV, USA)
Vortex-Gerät DSG 302 Heidolph, Kelheim (D)
Wasserbad SW-21C Julabo, Allentown (PA, USA)
2.2.2 Chemikalien
Artikel                                                                                     Bezugsquelle                         
Acrylamid   AppliChem, Darmstadt (D)
Agarose high EEO Serva, Heidelberg (D)
Agarose low EEO AppliChem, Darmstadt (D)
Ammoniumacetat Merck, Darmstadt (D)
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Artikel                                                                                     Bezugsquelle                         
Aqua ad iniectabilia Braun, Melsungen (D)
Bisacylamid BioRad, München (D)
Borsäure Merck, Darmstadt (D)
Bromphenolblau USB, Cleveland (OH, USA)
BSA PharmaciaBiotech, Uppsala (S)
dNTPs Boehringer, Mannheim (D)
DMSO Roth, Karlsruhe (D)
EDTA Roth, Karlsruhe (D)
Essigsäure Merck, Darmstadt (D)
Ethanol Riedel de Haen, Seelze (D)
Ethidiumbromid Boehringer, Mannheim (D)
Formaldehyd Merck, Darmstadt (D)
Formamid Merck, Darmstadt (D)
Glycerin AppliChem, Darmstadt (D)
Isopropanol Riedel-de Haen, Seelze (D)
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt (D)
Kaliumhydrogencarbonat Merck, Darmstadt (D)
LMP-Agarose Gibco BRL, Eggenstein (D)
Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt (D)
Magnesiumsulfat Merck, Darmstadt (D)
DNA-Molekulargewichtsmarker I-VIII Boehringer, Mannhein (D)
Natriumcarbonat Merck, Darmstadt (D)
Natriumchlorid Roth, Karlsruhe (D)
Natriumperchlorat Merck, Darmstadt (D)
Repel-Silane Pharmacia LKB, Uppsala (S)
Saccharose Merck, Darmstadt (D)
Salpetersäure Merck, Darmstadt (D)
Salzsäure   Merck, Darmstadt (D)
Schwefelsäure Roth, Karlsruhe (D)
SDS  Boehringer, Mannheim (D)
Silbernitrat Riedel de Haen, Seelze (D)
SYBR Green
 Nucleic Acid Gel Stain FMC, Rockland (ME, USA)
TEMED Sigma, Deisenhofen (D)M.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
30
Artikel                                                                                     Bezugsquelle                         
Triethylammoniumacetat Merck, Darmstadt (D)
Tris  Boehringer, Mannheim (D)
Tris-Borat Boehringer, Mannheim (D)
Tris-Sulfat Boehringer, Mannheim (D)
Tris-HCl Boehringer, Mannheim (D)
2.2.3 Puffer und Lösungen




Ery-Lysis-Puffer (1× ) 0,15 M Ammoniumchlorid
0,01 M Kaliumhydrogencarbonat
0,1 mM EDTA
Agarosestreifen 5% 20 g high EEO Agarose in 400 mL
Tris-Borat-Puffer aufkochen, in vor-
gewärmte Wanne gießen und ab-
kühlen lassen. 1-1,5 cm breite Strei-
fen schneiden und diese in Tris-Bo-
rat-Puffer mit etwas Bromphenol-
blau aufbewahren.





Lyse-I-Puffer (1× ) 300 mM Saccharose
10 mM Tris, pH 7,5
5 mM MgCl2
1% Triton X-100
Lyse-II-Puffer (1× ) 75 mM NaCl
24 mM EDTA
PCR-Puffer (10× ) 100 mM Tris HCl
15 mM MgCl2
500 mM KCl
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Polyacrylamidgel-Ansatz (10%) 10 mL Acrylamid/Bisacrylamid 1:29
6 mL Tris-Sulfat-Puffer (1× )
14 mL Aqua bidest.
215 µL 10% APS
12 µL TEMED
Polyacrylamidgel-Ansatz (8%) 8 mL Acrylamid/Bisacrylamid 1:29
6 mL Tris-Sulfat-Puffer (1× )
16 mL Aqua bidest.
215 µL 10% APS
12 µL TEMED
TAE-Puffer (1× )2 0 0  m L  5 0 ×  TAE-Puffer
0,1 M EDTA pH 8,0
ad 10 L Aqua bidest
TAE-Puffer (50× ) 2 M Trisbase
114 mL 1 M Eisessig
pH 8,5 einstellen
Tris-Borat-Puffer (1× ) 62,88 g Tris
8,76 g Borsäure
ad 1 L mit Aqua bidest
Tris-Sulfat-Puffer (1× ) 2,15 mL H2SO4 (96%)
45,38 g Tris
ad 1 L mit Aqua bidest
2.2.4 Enzyme
Artikel                                     Erkennungssequenz             Bezugsquelle                         
Taq Polymerase ∅ Promega, Madison (WI, USA)
Taq-Gold
  Polymerasemix ∅ Perkin-Elmer, Norwalk (CT, USA)
Restriktions- NewEngland Biolabs,
endonuklease ApaI 5'-GGGCC/C-3' Beverly (MA, USA)
AGS, Heidelberg (D)
Restriktions- NewEngland Biolabs,




endonuklease FokI 5'-GGATG(N)9/(N)4-3' Beverly (MA, USA)
Restriktions- NewEngland Biolabs,
endonuklease HaeIII 5'-GG/CC-3' Beverly (MA, USA)
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Artikel                                     Erkennungssequenz             Bezugsquelle                         
Restriktions-
endonuklease MwoI 5'-GCNNNNN/NNGC-3' Boehringer, Mannheim (D)
Restriktions- NewEngland Biolabs,
endonuklease StyI 5'-C/CWWGG-3'  Beverly (MA, USA)
Restriktions- NewEngland Biolabs,
endonuklease TaqI 5'-T/CGA-3'  Beverly (MA, USA)
AGS, Heidelberg (D)
2.2.5 Oligonukleotide
Einfach entsalzte Oligonukleotide wurden bei MWG Biotech, Ebersberg (D), und Gibco BRL,
Eggenstein (D), bezogen.
Bezeichnung/ Länge Referenz
Sequenz                                                                                                                                  ____
VDR-Exon2 forward 27 bp
(292;300)
5'-AGC TGG CCC TGG CAC TGA CTC TGC TCT-3'
VDR-Exon2 reverse 27 bp
(292;300)
5'-ATG GAA ACA CCT TGC TTC TTC TCC CTC-3'
VDR-Bsm forward 30 bp            
(293;295;365;435;436)
5'-CAA CCA AGA CTA CAA GTA CCG CGT CAG TGA-3'
VDR-Bsm reverse 23 bp
(293;295;435;436)
5'-AAC CAG CGG GAA GAG GTC AAG GG-3'
VDR-Apa/Taq forward 21 bp
(435-437)
5'-CAG AGC ATG GAC AGG GAG CAA-3'
VDR-Apa/Taq reverse 24 bp
(365;435-437)
5'-GCA ACT CCT CAT GGC TGA GGT CTC-3'
VDR-Exon3 forward 17 bp
(291)
5'-CTG GCT TTC ACT TCA AT-3'
VDR-Exon3 reverse 17 bp
(291)
5'-CAG TGG CGT CGG TGG TC-3'
DBP-Intron8 forward 18 bp
(329)
5'-CAG CGA GCC AAG ATG GCA-3'
DBP-Intron8 reverse 19 bp
(329)
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Bezeichnung/ Länge Referenz
Sequenz                                                                                                                                  ____
DBP-Exon11 forward 21 bp
(327)
5'-GAT CTC GAA GAG GCA TGT TTC-3'
DBP-Exon11 reverse 21 bp
(327)
5'-GTT GCC TGT GTT CAC AGA CTC-3'
2.2.6 Software
Die generierten Daten wurden mit handelsüblichen Personal Computern unter Windows NT 4.0

oder Windows 95
  (Microsoft, Redmond, WA, USA) verarbeitet. Zur Speicherung der Daten so-
wie zur Subgruppen-Bildung wurden  DBaseIV
  (DBase, Santa Cruz, CA, USA) und Access97

(Microsoft, Redmond, WA, USA) verwendet. Die TDT-Berechnungen erfolgten mit Hilfe von
Epistat (Gustafson TL, Round Rock, TX, USA), das Linkage Disequilibrium wurde mit Excel97

(Microsoft, Redmond, WA, USA) ermittelt. Die ETDT-Analyse wurde sowohl mittels PROC
LOGISTIC
  (SAS Institute, Cary, NC, USA) als auch mittels des Programms ETDT
(438) (Freewa-





Zur Gewinnung genomischer DNA dienen die in 8-10 mL periphervenösen Blutes vorhandenen
kernhaltigen Zellen (vorwiegend Lymphozyten und Granulozyten). Das in einer Kalium-EDTA-
Monovette abgenommene und damit ungerinnbar gemachte Blut ist bei -20°C etwa 3 Monate la-
gerfähig, ohne daß Qualitätseinbußen der später extrahierten DNA zu befürchten sind. Auch eine
Lagerung bei -80°C verlängert die Haltbarkeit des Blutes zur DNA-Extraktion nicht entschei-
dend. Die nachstehend beschriebene Methode beruht auf der sequentiellen Lyse aller zellulären
Blutbestandteile. Die dabei frei werdenden „Zellinhalte“ (=Proteine + Nukleinsäuren) werden
aufkonzentriert und die Proteine präzipitiert. Aus dem Überstand kann im letzten Schritt DNA
hohen Reinheitsgrades gewonnen werden. Die vollständige Trennung von Protein- und Nuklein-
säurefraktion ist für das spätere Gelingen von PCR und RFLP entscheidend, da Proteine diese
enzymatischen Vorgänge massiv inhibieren.
Das gefrorene Blut wird im Wasserbad bei 50°C zügig aufgetaut, zu gleichen Volumina in
zwei 50 mL-Falcontubes gegeben, mit Lyse-I-Puffer (siehe auch Kapitel 2.2.3) auf je 20 mL Ge-
samtvolumen aufgefüllt und gut durchmischt. Anschließend wird bei 3000 rpm (≈ 1500× g) und
4°C für 20 Minuten zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Überstandes wird das zurückgeblie-
bene Pellet  in 30 mL Ery-Lysis-Puffer resuspendiert und abermals zentrifugiert: 15 Minuten bei
3700 rpm (≈ 2300× g) und 4°C. Nach erneutem Dekantieren des Überstandes werden die zu einer
Blutprobe gehörenden Pellets in 4,5 mL Lyse-II-Puffer gepoolt und vollständig resuspendiert.
Nach Zugabe von 125 µl 10% SDS, 1,1 mL 5 M Natriumperchlorat und 15 sekündigem Vorte-
xen werden die Falcon-Tubes für 30 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Cell-Shaker inku-
biert. Nach Zusatz von 2 mL gesättigter NaCl-Lösung und kräftigem Schütteln folgt eine
15minütige Zentrifugation bei 4°C und 2500 rpm (≈ 1050× g), bei der die Zentrifugenbremse aus-
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gem Abpipettieren des Überstandes erfolgt das Ausfällen der DNA durch Zugabe von einem Vo-
lumenanteil 100%igen eiskalten Isopropanols und von 100 µL 4 M NaCl. Die ausgefallene DNA
wird mit Hilfe einer umgebogenen Glas-Pasteurpipette entnommen, kurz in 70% Ethanol gewa-
schen und anschließend in 300 µL Aqua iniectabilia für 24 Stunden bei 4°C in einem mit Parafilm
versiegelten Gefäß gelöst. Die endgültige Lösung findet dann während weiterer 24 bis 72 Stun-
den bei 37°C statt. Bei -20°C ist die extrahierte DNA mehrere Jahre haltbar.
2.3.2 Gelelektrophoretische DNA-Konzentrationsbestimmung
Die gelektrophoretische DNA-Konzentrationsbestimmung beruht auf dem Vergleich der Ban-
denintensität eines Markers bekannter Konzentration mit der Bandenintensität der Proben unbe-
kannter Konzentration gleicher Fragmentgröße nach dem Auftrennen mit Hilfe eines Agarose-
gels. 1 µL Probe bzw. Marker werden –versetzt mit 5 µL Ladepuffer und 10 µL Aqua iniectabi-
lia– auf ein mit 0,01% SYBR Green
  gefärbtes 0,7%iges Agarosegel aufgetragen. Die Proben
werden in 1×  TAE-Puffer bei 80 bis 100 Volt für etwa 2,5 Stunden aufgetrennt.  Die Auswertung
erfolgt unter UV-Transillumination (254 nm) und wird photographisch dokumentiert. Der DNA-




Mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
(440) können DNA-Abschnitte spezifisch in einer
Größenordnung von 10
15-10
20 in vitro amplifiziert werden. Ausgehend von zwei sequenzspezifi-
schen Oligonukleotiden (Primer) synthetisiert eine thermostabile DNA-Polymerase –in Anwe-
senheit von Desoxyribonukleotidtriphosphat (dNTP)-Bausteinen– innerhalb kürzester Zeit eine
identische Kopie der DNA-Matrize. Die PCR gliedert sich dabei in drei Schritte, die in einem
programmierbaren Heiz-/Kühlblock (Thermocycler) durchgeführt werden: Zunächst wird der
DNA-Doppelstrang (Matrize) bei einer Temperatur von 93-95°C in zwei Einzelstränge aufge-
trennt (Denaturierung). Eine zu hohe Temperatur führt zu Beschädigungen an der Matrize, eine
zu niedrige Temperatur verhindert das vollständige Auftrennen der Matrize und damit den weite-
ren Verlauf der PCR.
Im zweiten Schritt wird die spezifische Anlagerung der Primer an die Einzelstränge der
Matrize durch Absenken der Reaktionstemperatur auf etwa 2°C unterhalb des jeweiligen Primer-
Schmelzpunktes (Annealing) erreicht. Als Schmelzpunkt eines DNA-Abschnittes wird die Tem-
peratur bezeichnet, bei der sich der Doppelstrang in die beiden Einzelstränge auftrennt. Diese
Temperatur hängt sowohl von der Länge als auch von der Basenzusammensetzung des DNA-
Abschnittes, letztendlich also von der Anzahl der zu überwindenden Wasserstoffbrücken-Bin-
dungen ab. Eine zu hohe Annealing-Temperatur verhindert, daß sich die Primer vollständig an
die Matrize anlagern, während eine zu niedrige Annealing-Temperatur auch Anlagerungen der
Primer an nicht-komplementäre DNA-Abschnitte ermöglicht und damit die Spezifität der PCR
zunichte macht.
Im letzten Schritt schließlich wird die Taq-Polymerase (benannt nach dem Bakterium
Thermophilus aquaticus)
(441) aktiviert und synthetisiert –ausgehend von den angelagerten Pri-
mern– einen zur Matrize komplementären Strang. Das Temperaturoptimum für die Taq-Polyme-
rase liegt bei 72°C, bei der sie bis zu 100 Nukleotide pro Sekunde in die DNA einbaut. Die An-
zahl der Amplifikate wächst im Verlauf der PCR exponentiell (2
n), da die in vorangegangenen Zy-
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gang fungieren. Eine Anzahl von 25–30 Zyklen hat sich als optimal erwiesen, da sich die Ausbeu-
te im weiteren Verlauf der PCR aufgrund der konzentrationsabhängigen Endprodukthemmung
der Taq-Polymerase nicht weiter steigern ließe.
Während im ersten PCR-Zyklus nur Amplifikate nicht definierter Länge entstehen, wer-
den ab dem zweiten Zyklus auch Amplifikate (durch die Positionen der beiden Primer) definier-
ter Länge synthetisiert. Die Anzahl der Produkte definierter Länge wächst im Laufe der PCR ex-
ponentiell, während die Anzahl der Produkte nicht definierter Länge nur linear wächst und damit
bereits nach dem fünften Zyklus mit nur 0,01% aller Produkte verschwindend gering ist
(442).
Durchführung
Die einzelnen PCR-Ansätze wurden jeweils hinsichtlich der Annealingtemperatur, der Zyklusdau-
er sowie der Mg
2+-Konzentration im Reaktionsansatz optimiert. Die verwendeten Primer sind in
Kapitel 2.2.5 aufgeführt. Jeder PCR-Ansatz wurde durch eine Negativkontrolle hinsichtlich seiner
Spezifität überprüft. Dabei enthielt die Negativkontrolle zum Ausschluß eventueller Kontamina-
tionen alle Bestandteile außer der Template-DNA.
PCR VDR-Exon2:  Amplifikation eines 265 bp-Fragments
  2,00  µL DNA (Konzentration 100 ng/µL)
  2,50 µL 10×  PCR-Puffer
  2,50 µL 10×  dNTPs
  1,20 µL Primer VDR-Exon2 forward (Konzentration: 25 pmol/µL)
  1,20 µL Primer VDR-Exon2 reverse (Konzentration: 25 pmol/µL)
  0,25 µL Taq-Polymerase
15,35    µL        Aqua iniectabilia
25,00 µl Gesamtvolumen
Thermocyclereinstellungen
Initiale Denaturierung 94°C 4’00
Denaturierung 94°C 1’00
Annealing 58°C 1’00 30 Wiederholungen
Extension 72°C 0’45
Finale Extension 72°C 5’00 
Abschluß   4°C  ∞
PCR VDR-Bsm:  Amplifikation eines 825 bp-Fragments
  2,00  µL DNA (Konzentration 100 ng/µL)
  2,50 µL 10×  PCR-Puffer
  2,50 µL 10×  dNTPs
  1,20 µL Primer VDR-Bsm forward (Konzentration: 25 pmol/µL)
  1,20 µL Primer VDR-Bsm reverse (Konzentration: 25 pmol/µL)
  0,25 µL Taq-Polymerase
15,35    µL        Aqua iniectabilia
25,00 µl Gesamtvolumen
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Thermocyclereinstellungen
Initiale Denaturierung 94°C 4’00
Denaturierung 94°C 1’00
Annealing 60°C 1’00 30 Wiederholungen
Extension 72°C 1’00
Finale Extension 72°C 5’00 
Abschluß   4°C  ∞
PCR VDR-Apa/Taq:  Amplifikation eines 740 bp-Fragments
  2,00  µL DNA (Konzentration 100 ng/µL)
  2,50 µL 10×  PCR-Puffer
  2,50 µL 10×  dNTPs
  1,20 µL Primer VDR-Apa/Taq forward (Konzentration: 25 pmol/µL)
  1,20 µL Primer VDR-Apa/Taq reverse (Konzentration: 25 pmol/µL)
  0,25 µL Taq-Polymerase
15,35    µL        Aqua iniectabilia
25,00 µl Gesamtvolumen
Thermocyclereinstellungen
Initiale Denaturierung 94°C 4’00
Denaturierung 94°C 1’00
Annealing 60°C 1’00 30 Wiederholungen
Extension 72°C 1’00
Finale Extension 72°C 5’00 
Abschluß   4°C  ∞
PCR VDR-Exon3:  Amplifikation eines etwa 200 bp großen Fragments
  2,00  µL DNA (Konzentration 100 ng/µL)
  2,50 µL 10×  PCR-Puffer
  2,50 µL 10×  dNTPs
  1,20 µL Primer VDR-Exon3 forward (Konzentration: 25 pmol/µL)
  1,20 µL Primer VDR-Exon3 reverse (Konzentration: 25 pmol/µL)
  0,25 µL Taq-Polymerase
15,35    µL        Aqua iniectabilia
25,00 µl Gesamtvolumen
}
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Thermocyclereinstellungen
Initiale Denaturierung 94°C 4’00
Denaturierung 94°C 1’00
Annealing 60°C 1’00 30 Wiederholungen
Extension 72°C 1’00
Finale Extension 72°C 5’00 
Abschluß   4°C  ∞
PCR DBP-Intron 8:  Amplifikation eines etwa 200 bp großen Fragments
  2,00  µL DNA (Konzentration 100 ng/µL)
  2,50 µL 10×  PCR-Puffer
  2,50 µL 10×  dNTPs
  1,20 µL Primer DBP-Intron8 forward (Konzentration: 25 pmol/µL)
  1,20 µL Primer DBP-Intron8 reverse (Konzentration: 25 pmol/µL)
  0,25 µL Taq-Polymerase
15,35    µL        Aqua iniectabilia
25,00 µl Gesamtvolumen
Thermocyclereinstellungen
Initiale Denaturierung 94°C 4’00
Denaturierung 94°C 1’00
Annealing 60°C 1’00 30 Wiederholungen
Extension 72°C 1’00
Finale Extension 72°C 5’00 
Abschluß   4°C  ∞
PCR DBP-Exon 11:  Amplifikation eines 606 bp-Fragments
  2,00  µL DNA (Konzentration 100 ng/µL)
  2,50 µL 10×  PCR-Puffer
  2,50 µL 10×  dNTPs
  1,20 µL Primer DBP-Exon11 forward (Konzentration: 25 pmol/µL)
  1,20 µL Primer DBP-Exon11 reverse (Konzentration: 25 pmol/µL)
  0,25 µL Taq-Polymerase
15,35    µL        Aqua iniectabilia
25,00 µl Gesamtvolumen
}
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Thermocyclereinstellungen
Initiale Denaturierung 94°C 4’00
Denaturierung 94°C 1’00
Annealing 60°C 1’00 30 Wiederholungen
Extension 72°C 1’00
Finale Extension 72°C 5’00 
Abschluß   4°C  ∞
Amplifikation von Proben unzureichender Qualität
Wie im Abschnitt „DNA-Extraktion“ (Kapitel 2.3.1) ausgeführt, kann die Amplifikation von
Proben, die eine hohe Proteinkonzentration aufweisen, erhebliche Probleme bereiten. Der Taq-
Gold
  Polymerasemix ermöglicht in vielen dieser Fälle dennoch eine Amplifikation der Probe.
Die Bedingungen für eine PCR mit dem Taq-Gold
  Polymerasemix unterscheiden sich von den
oben angegebenen:
  2,00  µL DNA (Konzentration 100 ng/µL)
  2,50 µL 10×  Taq-Gold
  PCR-Puffer
  1,50 µL 1,5 mM MgCl2
  2,00 µL dNTP-Mix
  2,30 µL Forward Primer (Konzentration: 25 pmol/µL)
  2,30 µL Reverse Primer (Konzentration: 25 pmol/µL)
  0,30 µL Taq-Gold
  Polymerasemix
14,10    µL        Aqua iniectabilia
25,00 µl Gesamtvolumen
Thermocyclereinstellungen
Initiale Denaturierung 95°C           11’00
Denaturierung 94°C 1’00
Annealing/Extension 62°C 1’00 30 Wiederholungen
Finale Extension 60°C           45’00 
Abschluß   4°C  ∞





Restriktionsendonukleasen sind sequenz-spezifische DNasen. Diese Enzyme erkennen meist
punktsymmetrische Sequenzen –Palindrome genannt– von 6-8 Basenpaaren und spalten beide
DNA-Stränge. Heute stehen –teilweise rekombinant hergestellte– Restriktionsendonukleasen für
nahezu alle theoretisch möglichen Sequenzen zur Verfügung.
Ursprung der Restriktionsendonukleasen sind Bakterien, die sich mit Hilfe dieser Enzyme
vor Bakteriophagen schützen: Die DNA jedes Bakterienstammes ist in einer für ihn charakteristi-
}
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schen Weise methyliert. Methylierte DNA kann von Restriktionsendonukleasen nicht geschnitten
werden. Bakterien synthetisieren eine für die –im eigenen Genom methylierte– Sequenz spezifi-
sche Restriktionsendonuklease. Eindringende Bakteriophagen-DNA ist mit hoher Wahrschein-
lichkeit nicht im gleichen Muster methyliert und wird deshalb in kleine Stücke zerlegt, bevor der
Phage sich in das Bakteriengenom integrieren kann.
Die Allele der in dieser Studie untersuchten Polymorphismen unterscheiden sich durch
den Austausch einer einzelnen Base voneinander. Da es sich bei den Polymorphismen um bi-alle-
lische Polymorphismen handelt, kann mit einer für eines der beiden Allele spezifischen Restrik-
tionsnuklease die Abwesenheit bzw. heterozygote oder homozygote Anwesenheit dieses Allels
nachgewiesen werden. Die An- oder Abwesenheit des anderen Allels ergibt sich hieraus zwangs-
läufig. Die Allele wurden nach dem Anfangsbuchstaben der jeweiligen Restriktionsendonuklease
(XhoI) benannt. Ein Großbuchstabe bezeichnet das Allel, das die Schnittstelle nicht enthält (X);
bei Vorhandensein derselben wird ein Kleinbuchstabe verwendet (x). Im diploiden Genotyp er-
geben sich die unten aufgeführten Bandenmuster für den jeweiligen Polymorphismus.
Die Restriktionsverdaue wurden in 20 µL-Ansätzen durchgeführt: 5 µL des PCR-Amplifi-
kats, 2 µL des vom jeweiligen Hersteller gelieferten Puffers, 5 U des Restriktionsenzyms sowie
Aqua iniectabilia ad 20 µL. Die Inkubation erfolgte zu den unten aufgeführten Bedingungen, in
deren Anschluß die Proben bei -20°C eingefroren und bis zur Durchführung der PAGE aufbe-
wahrt wurden.
Restriktionsverdau des VDR-Fok-Fragments mit FokI
Die PCR VDR-Exons 2 liefert ein 265 bp-
Fragment.
Polymorphismus: T →  C
Enzym: FokI
Inkubation:  3 Stunden bei 37°C
Genotyp FF: 265 bp
Genotyp  Ff: 265, 196, 69 bp
Genotyp   ff: 196, 69 bp   FF     ff        Ff
Abb. 5: Restriktionsverdau von Exon 2
des VDR-Gens mit FokI
Restriktionsverdau des VDR-Bsm-Fragments
Die PCR VDR-Introns 8 liefert ein 825 bp-
Fragment.
Polymorphismus: C →  T
Enzym: BsmI
Inkubation:  3 Stunden bei 65°C
Genotyp BB: 825 bp
Genotyp Bb: 825, 650, 175 bp
Genotyp bb: 650, 175 bp  bb    Bb    bb     BBM.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
2
Abb. 6: Restriktionsverdau von Intron 8 des VDR-Gens mit BsmI
Restriktionsverdau des VDR-Fok-Fragments mit MwoI
Die PCR VDR-Exons 2 liefert ein 265 bp-
Fragment.
Mutation: G →  A
Enzym: MwoI
Inkubation:  3 Stunden bei 60°C
Genotyp MM:  191, 74 bp
Genotyp Mm:  191, 121, 74, 70 bp
Genotyp mm:  121, 74, 70 bp mm   MM           Mm
Abb. 7: Restriktionsverdau von Exon 2
des VDR-Gens mit MwoI
Alle 200 Personen, die für die MwoI-Muta-
tion untersucht wurden, wiesen den Geno-
typ „mm“ auf.
Restriktionsverdau des VDR-Apa/Taq-Fragments
Die PCR VDR-Introns 8/-Exons 9 liefert
ein 740 bp-Fragment.
Polymorphismus: G →  A
Enzym: ApaI
Inkubation:  3 Stunden bei 37°C
Genotyp AA: 740 bp
Genotyp  Aa: 740, 530, 210 bp
Genotyp   aa: 530, 210 bp
    aa        AA      Aa
Polymorphismus: T →  C
Enzym: TaqI
Inkubation:  3 Stunden bei 65°C
Zusätzlich zu der polymorphen TaqI-
Schnittstelle befindet sich eine monomorphe
TaqI-Schnittstelle im Fragment. Das Ban-
denmuster unterscheidet sich dem entspre-
chend von den anderen Restriktionsverdau-
en.
Genotyp TT: 495, 245 bp
Genotyp  Tt: 495, 290, 245, 205 bp
Genotyp   tt: 290, 245, 205 bp
Abb. 8: Restriktionsverdau von Intron 8
des VDR-Gens mit ApaI
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Abb. 9: Restriktionsverdau von Exon 9 des VDR-Gens mit TaqI
Restriktionsverdau des DBP-Exon11-Fragments
Die PCR VDR-Introns 8 liefert ein 606 bp-
Fragment.
Polymorphismus: T →  G
Enzym: HaeIII
Inkubation:  3 Stunden bei 37°C
Genotyp HH: 606 bp
Genotyp  Hh: 606, 375, 231 bp
Genotyp   hh: 375, 231 bp      hh     Hh    HH
Abb. 10: Restriktionsverdau von Exon 11
des DBP-Gens mit HaeIII
Polymorphismus: C →  A
Enzym: StyI
Inkubation:  3 Stunden bei 37°C
Genotyp  SS: 606 bp
Genotyp  Ss: 606, 366, 240 bp
Genotyp   ss: 366, 240 bp
   Ss    ss             SS
Abb. 11: Restriktionsverdau von Exon 11
des DBP-Gens mit StyI
Der HaeIII- und der StyI-Polymorphismus liegen nur 12 Basenpaare voneinander entfernt und
befinden sich erwartungsgemäß in einem ausgesprochen starken Linkage Disequilibrium (siehe
hierzu auch Kapitel 3.2.1). Es existieren nur 3 Haplotypen des Exons 11, die wie folgt benannt




H S 1f WT
hS 1 s D 4 1 6 E
H s 2 T420K
hsbisher nicht beschrieben
Tab. 7:  Nomenklatur der Haplotypen der Exon 11-Polymorphismen des Vitamin D
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In dieser Arbeit wird die bisherige Nomenklatur verwendet. Analog zu den Haplotypen lassen






HH SS 1f/1f WT/WT     
HH Ss 1f/2 WT/T420K
HH ss 2/2 T420K/T420K     
Hh SS 1f/1s WT/D416E
Hh Ss 1s/2 D416E/T420K       
Hh ss nicht beschrieben nicht beschrieben
hh SS 1s/1s D416E/D416E       
hh Ss nicht beschrieben nicht beschrieben
hh ss nicht beschrieben nicht beschrieben
Tab. 8:  Ableitung der Genotypen aus den Exon 11-Polymorphismen des Vitamin D
bindenden Proteins
2.3.5 SSCP-Analyse
Die Single Stranded Conformational Polymorphism (SSCP)-Analyse ist eine äußerst sensitive Me-
thode zur unspezifischen Detektion eines Polymorphismus in einem bis zu 300-350 bp großen
DNA-Fragment. Wie bereits der Name „Einzelstrangkonformations-Polymorphismus“ besagt,
wird die zunächst doppelsträngige DNA mit Formamid in zwei Einzelstränge denaturiert. Hierzu
wird 1 µL des PCR-Amplifikats mit 1,5 µL entionisiertem Formamid für 10 Minuten bei 95°C in-
kubiert. Die anschließende Auftrennung der Proben erfolgt –wie in Kapitel 2.3.6  beschrieben–
mit einem Polyacrylamidgel. Das Laufverhalten der Einzelstränge wird sowohl durch ihr Moleku-
largewicht als auch durch ihre intramolekulare Konformation beeinflußt. Der Austausch einer
einzelnen Base wird sich auf die Konformation des Einzelstranges so entscheidend auswirken,
daß sich das Laufverhalten des Fragments ändert. Auch Deletionen oder Integrationen einzelner
Basen können so nachgewiesen werden, zumal sich diese noch stärker auf das Molekulargewicht
des Einzelstranges auswirken.
Der DNA-Doppelstrang hingegen liegt unabhängig von seiner Basenzusammensetzung
als α -Helix vor. Eine einzelne Basensubstitution wird weder die Konformation noch das Moleku-
largewicht des DNA-Fragments ändern, da z.B. eine Substitution „Purin →  Pyrimidin“ immer ei-
ne Substitution „Pyrimidin →  Purin“ im komplementären Strang nach sich zieht, die sich in ihrer
Wirkung auf das Molekulargewicht gegenseitig aufheben.
Die SSCP-Analyse eignet sich aufgrund ihrer hohen − allerdings begrenzten (etwa 80%
der Einzelnukleotidsubstitutionen werden erkannt)−  Sensitivität und der vergleichsweise geringen
Kosten hervorragend für das Auffinden bisher unbekannter Polymorphismen. Die genaue Cha-
rakterisierung des mittels SSCP detektierten Polymorphismus bedarf dann jedoch der Sequenzie-
rung des entsprechenden Fragments.
2.3.6 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)
Prinzip
Wie bereits oben erwähnt, erfolgt die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Doppelsträngen
entsprechend ihres Molekulargewichts. Die negativ geladene DNA wandert im elektrischen FeldM.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
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von der Kathode zur Anode durch die Matrix des Polyacrylamidgels (PAG). Die Migrationsge-
schwindigkeit der DNA hängt von der Dichte des Matrix„netzes“ und damit von der Polyacryl-
amidkonzentration ab. Ein 5%iges PAG hat einen Trennbereich von etwa 80-500 bp, ein 8%iges
PAG stellt den Bereich von 60-400 bp und ein 12%iges PAG den Bereich von 40-200 bp mit gu-
ter Auflösung dar.
Vorbereitung und Gießen des Gels
Bei der hier verwendeten horizontalen PAGE wird zunächst eine Gelträgerfolie (Gelbond PAG
Film) –mittels Adhäsion durch einige zuvor aufgebrachte Tropfen Aqua bidest.–  auf einer Glas-
scheibe (20 ×  26 cm) blasenfrei fixiert. Auf eine zweite Glasplatte, zuvor mit Methanol gereinigt
und mit Repel-Silane beschichtet,  werden 46 Dynoband-Stücke (Dicke: 0,25 mm; 0,3 ×  0,4 cm)
in einer Reihe quer zur späteren Laufrichtung aufgeklebt. Die Ränder der Glasplatte werden mit 3
Lagen Tesaflexband (Dicke: 1,5 mm) abgeklebt. Der gut gemischte Gelansatz (siehe Kapitel
2.2.3) wird auf die silanisierte und beklebte Glasplatte gegeben. Die andere Glasplatte wird an-
schließend an deren Oberrand angesetzt und langsam abgesetzt. Der Gelansatz verteilt sich in
dem kapillären Spalt von 4,5 mm zwischen beiden Glasplatten. Nach etwa 45minütigem Auspoly-
merisieren kann das fertige PAG auf der Trägerfolie entnommen werden.
Die SSCP-Analyse sowie das Auftrennen sämtlicher Restriktionsverdaue erfolgte auf
8%igem PAG. Der Repeat-Polymorphismus im Intron 8 des Vitamin D binden Proteins wurde
auf 10%igem PAG detektiert (siehe Kapitel 2.3.7).
Probenauftrag und Elektrophorese
Die Trägerfolie mit dem PAG wird nun auf die Kühlplatte der Multiphor-Apparatur gelegt, und
die Proben werden in die Taschen pipettiert. Eingesetzt werden 3,5 µL für die Produkte der Re-
striktionsverdaue und 2,5 µL für die SSCP-Analyse bzw. für die Detektion des Repeat-Polymor-
phismus im Intron 8 des Vitamin D bindenden Proteins. Die 5%igen Agarosestreifen (Kapitel
2.2.3) dienen als Laufpuffer. Das in ihnen enthaltene Bromphenolblau markiert die Lauffront
während der Elektrophorese. Je nach erwarteten Fragmentlängen wird in die Taschen am Rand
des Gels ein entsprechender Molekulargewichtsmarker aufgetragen, der für den jeweiligen Poly-
morphismus in Kapitel 2.3.4 angegeben ist. Die allgemeinen Laufbedingungen der Elektrophore-
sen sind: 1400 V,  14 mA,  14 W und 2,5 h bei 12°C.
Für die hiervon abweichenden Elektrophoresebedingungen zur Detektion des Repeat-Po-
lymorphimus sei auf den entsprechenden Abschnitt verwiesen.
Sibernitratfärbung
Zunächst wird das Gel in einer Schale mit 300 mL 1%iger Salpetersäure für 3 Minuten inkubiert.
Nach 2 kurzen Waschvorgängen (30 Sekunden) mit je 200 mL Aqua bidest. wird das Gel in 200
mL 0,4%iger, wäßriger Silbernitratlösung für 20 Minuten unter ständigem Schütteln gefärbt. 3
weiteren Waschvorgängen (200 mL Aqua bidest. für 30 Sekunden) schließt sich das Entwickeln
des Gels in 200 mL 271 mM Natriumcarbonat + 0,1% Formaldehyd für 3 bis 6 Minuten an.
Dem Fixieren in 300 mL 10%iger Essigsäure (3 Minuten) folgt das Equilibrieren des Gels in 300
mL 10%iger Glycerinlösung für 5-10 Minuten. Die Nachweisempfindlichkeit der Silbernitratfär-
bung liegt bei etwa 50 pg DNA.M.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
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2.3.7 Detektion des  (TAAA)n-Repeat-Polymorphismus im Intron 8 des Vi-
tamin D bindenden Proteins
Im Intron 8 des Vitamin D bindenden Proteins findet sich ein sogenannter Repeat-Polymorphis-
mus. Das Nukleotid-Motiv „TAAA“ liegt dabei entweder in 6, 8, 10 oder 11facher Wiederholung
vor, und die Amplifikation dieses DNA-Abschnitts mittels PCR liefert folglich Fragmente von
187, 195, 203 oder 207 Basenpaaren. Die Bezeichnung der Allele richtet sich nach der Anzahl der
Wiederholungen des Motivs. Auf einem 10%igen PAG sind diese Größenunterschiede direkt
sichtbar:
Die Zuordnung der Allele erfolgt zum einen
im Vergleich zu den Banden des Molekular-
gewichtsmarkers VI, zum anderen im Ver-
gleich zum Laufverhalten der Nachbarban-
den.
Laufbedingungen: 1000       V
    12    mA
    12      W
Dauer:       3,5    h     bei 8°C
  8/8      8/6     10/8
Abb. 12: Gel des (TAAA)n-Polymorphis-
mus in Intron 8 des DBP-Gens
2.3.8 Indirekte Haplotypisierung
Die Genotypisierung mit Hilfe der RFLP-, SSCP- oder Repeat-Analyse (Kapitel 2.3.4, 2.3.5 und
2.3.7) weist die Anwesenheit von Allelen im diploiden Genom nach. Sie erlaubt jedoch keine
Aussage darüber, wie diese Allele auf den beiden homologen Chromosomen eines Individuums
verteilt sind, das heterozygot für mindestens 2 Polymorphismen ist. Zur Detektion eines mögli-
chen Vererbungsungleichgewichts ist diese Information jedoch unerläßlich, weshalb bei der soge-
nannten indirekten Haplotypisierung die genetische Information anderer Familienmitglieder zur
Ermittlung des Haplotyps einer „unklaren“ Person herangezogen wird. Diese Methode sei an ei-
nem Beispiel (siehe Abbildung 13) verdeutlicht: Bei einem Patienten mit dem Genotyp
„FfBbAAtt“ sind sowohl „fbAt/FBAt“ als auch „FbAt/fBAt“ als Haplotypenkombination mög-
lich. Wenn die Mutter den Genotyp „FFbbAAtt“ aufweist, ergeben sich hieraus ihre Haplotypen
„FbAt/FbAt“ eindeutig. Da sie in diesem Fall nur den Haplotyp „FbAt“ vererbt kann, lassen sich
mit Hilfe dieser Informationen die Haplotypen des Kindes herleiten.M.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
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          Mutter          Vater
    
                    
       
                                                      Patient
Abb. 13:  Indirekte Haplotypisierung
Die schematische Abbildung verdeutlicht die auf den elterlichen und kindlichen
Genotypen basierende Zuordnung der Haplotypen. Vererbte   Haplotypen sind
grau unterlegt, nicht vererbte   Haplotypen sind eingerahmt dargestellt.
2.3.9 Konditionierung und Subgruppenbildung
Multifaktorielle Erkrankungen wie Typ 1 Diabetes mellitus zeichnen sich durch ihre Heteroge-
nität aus. Dies bedeutet, daß die Auswirkung des an der Pathogenese des Phänotyps „Diabetes“
beteiligten Parameters A in verschiedenen Subpopulationen oder Situationen erheblich variieren
kann. Während der zu untersuchende Parameter A in einer Subpopulation eine erhebliche Rolle
spielen kann, ist er vielleicht in einer anderen Subpopulation für die Krankheitsentstehung unwe-
sentlich, da hier ein viel stärkerer Risikofaktor B das Geschehen dominiert. Eine Betrachtung der
Gesamtpopulation zur Beantwortung der Frage einer möglichen Assoziation des Parameters A
mit Diabetes könnte dazu führen, daß die Beteiligung von A in einer Subpopulation übersehen
wird. Ebenso könnte ein signifikantes Gesamtergebnis darüber hinwegtäuschen, daß A nur in ei-
nem Teil der Population mit dem Auftreten von Diabetes assoziiert ist.
Durch ein Aufschlüsseln (Konditionierung) der Population in Subgruppen kann sowohl
die Sensitivität als auch die Spezifität einer Assoziationsstudie erhöht werden, indem z.B. Interak-
tionen zwischen einzelnen Parametern aufgedeckt werden. Eine sehr differenzierte Konditionie-
rung geht jedoch zwangsläufig zu Lasten des Stichprobenumfangs und beeinträchtigt damit die
statistische Aussagekraft der entsprechenden Beobachtung, so daß der Aufgliederung der zu un-
tersuchten Population ad infinitum schnell Grenzen gesetzt sind.
Die in dieser Arbeit vorgenommenen Konditionierungen sind in Tabelle 9 aufgeführt.
Auf ihren Hintergrund wird im jeweiligen Kapitel des Ergebnis- bzw. Diskussionsteils eingegan-
gen.
     ffBBAATt
=> fBAt / fBAT
      FfBbAAtt
=> FbAt / fBAt
     FFbbAatt
=> FbAt / FbatM.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
46
Konditionierungsparameter Subgruppeneinteilung
•   Geschlecht des Patienten •   männlich
•   weiblich
•   Alter bei Erkrankungsbeginn •   jünger oder gleich 8 Jahre
•   älter als 8 Jahre
•   Elterliches „Imprinting“ •   väterliche Vererbung
•   mütterliche Vererbung
•   CTLA4 Exon 1-Genotyp •   „AA“
•   „AG“
•   „GG“
•   HLA DR/DQ-Genotyp •   hohes      (DR3-DQ2/DR4-DQ8,
                           DR4-DQ8/DR4-DQ8)
•   mittleres   (DR4-DQ8/DRx-DQx,                      Risiko
                           DR3-DQ2/DR3-DQ2,
                           DR3-DQ2/DRx-DQx)
•   niedriges  (DRx-DQx/DRx-DQx)
Tab. 9: Konditionierungsparameter – Subgruppeneinteilung
2.3.10 Statistische Auswertung
Linkage Disequilibrium
Bei Genen, die auf unterschiedlichen Chromosomen liegen, kann man im allgemeinen davon aus-
gehen, daß sie entsprechend der Mendel’schen Regel unabhängig voneinander vererbt werden.
Gene hingegen, die auf demselben Chromosom lokalisiert sind, werden aufgrund der physischen
Kopplung oft auch zusammen vererbt. Die Wahrscheinlichkeit der gemeinsamen Vererbung
sinkt mit zunehmendem Abstand der Loci voneinander. Grund hierfür ist das sogenannte Cros-
sing-Over während der Meiose. Hierbei lagern sich homologe Nichtschwester-Chromatiden an-
einander (Chiasmata) und tauschen ihr telomerwärts gelegenes chromosomales Material aus. Da-
raus wird klar, daß die Wahrscheinlichkeit für einen solchen –die genetische Kopplung durchbre-
chenden– Chromatinaustausch mit zunehmendem Abstand der beiden Loci voneinander steigt.
Betrachtet man zwei polymorphe Loci (A/a und B/b), müßten sich die Genotypenhäu-
figkeiten (hAB) aus der Multiplikation der Allelhäufigkeiten (hA ×  hB) ergeben, wenn keine geneti-
sche Kopplung vorliegt. Das Abweichen von diesen erwarteten Häufigkeiten beschreibt das Lin-
kage Disequilibrium (Kopplungsungleichgewicht) und stellt somit ein Maß für die Kopplung oder
Unabhängigkeit zweier polymorpher Loci dar
(443). Seine Berechnung sei an folgendem Beispiel
verdeutlicht:
Genotypen (n=1000) AA Aa aa
BB 57 39 3
Bb 140 224 54
bb 101 226 156M.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
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Daraus ergeben sich die Allelhäufigkeiten
6920 , 0 1
3080 , 0
1000
) 54 224 140 ( 5 , 0 ) 3 39 57 (
4575 , 0 1
5425 , 0
1000
) 226 224 39 ( 5 , 0 ) 101 140 57 (
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Linkage Disequilibrium [DAB], Varianz [Var(DAB)] und Standardabweichung [SE(DAB)] errechnen
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Das im Beispiel gezeigt Linkage Disequilibrium (DAB) weicht um etwa 10 Standardabweichungen
von Null ab und kann daher als signifikant betrachtet werden. Zur Beschreibung des Linkage
Disequilibriums zwischen multiallelischen Loci sind  ) 1 ( ) 1 ( − × − w t  D-Werte notwendig (t: An-
zahl der Allele des Locus 1; w: Anzahl der Allele des Locus 2).
Neben dem Abstand der Loci zueinander beeinflussen weitere Faktoren das Linkage Disequilibri-
um: natürliche Selektion (durch funktionelle Unterschiede der resultierenden Haplotypen), Grün-
dereffekte, Migration, nicht zufällige Partnerwahl und das evolutionäre Alter eines Locus (bzw.
eines Polymorphismus).
Ein ausgeprägtes Linkage Disequilibrium zwischen den Markern A, B und C bedeutet, daß die
ETDT-Analyse (siehe unten) von „ABC“ nur einen geringen Informationsgewinn gegenüber der
Analyse von „AB“ oder „AC“ verspricht, der durch die Abnahme der Gruppengröße und die
Zunahme des Freiheitsgrades der Analyse unter Umständen komplett zunichte gemacht wird.
Die Untersuchung möglichst vieler Marker liefert somit nicht unbedingt genauere Ergebnisse als
das Betrachten weniger Polymorphismen.
Chi²-Vierfeldertest
Der Chi²-Vierfeldertest untersucht, ob die Verteilung von Merkmalen in zwei Gruppen signifi-
kant voneinander abweicht oder ob beide Gruppen mit „einer gemeinsamen Realität“ vereinbar
sind. Am Beispiel des Auftretens der Krankheit K bei Jungen und Mädchen sei das Prinzip erläu-
tert:
beobachtet krank gesund Summe
Jungen 24 12 36
Mädchen 23 43 6
Summe 26 46 72M.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
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Geht man davon aus, daß das Geschlecht bei der Erkrankung K keine Rolle spielt, könnte man
die Untergruppen (Jungen und Mädchen) als zufällige Stichproben der Gesamtpopulation anse-
hen und würde daher folgende Verteilung erwarten:















Summe 36 36 72













Normalerweise untersucht man im Vergleich zur Gesamtpopulation nur sehr kleine Gruppen, so
daß eine Stetigkeitskorrektur der Werte nach Yates
(444) erforderlich wird, auf deren Berechnung
hier nicht näher eingegangen wird. Für obiges Beispiel ergibt sich dadurch:
5485 , 26
2 = Chi (nach Yates-Korrektur)
Die in dieser Arbeit angegeben Ergebnisse des Chi²-Vierfeldertests wurden nach Yates korrigiert,
und eine sich daraus ergebende Wahrscheinlichkeit p ≤  0,05 wurde als signifikant akzeptiert. Eine
Korrektur der p-Werte nach der Anzahl der Freiheitsgrade erfolgte nicht. Zur Bestätigung der
Ergebnisse wurde ein ETDT-Differenztest (siehe unten) durchgeführt, dessen Ergebnis eine
Korrektur entsprechend des Freiheitsgrades der jeweiligen Rechnung beinhaltet.
Der Chi²-Vierfeldertest dient dem Vergleich der transmittierten bzw. nicht transmittierten
Allele zwischen den Subgruppen im Rahmen der vorgenommenen Konditionierungen.
Transmission Disequilibrium Test (TDT)
Der oben beschriebene Chi²-Vierfeldertest eignet sich für Assoziationsstudien, bei denen das
Auftreten eines Polymorphismus zum Beispiel bei kranken und gesunden Individuen miteinander
verglichen wird. Die Auswahl einer Kontrollgruppe, die sich lediglich durch die Abwesenheit der
Erkrankung von der Patientengruppe unterscheiden soll, bereitet oft Schwierigkeiten und kann
bei der Analyse sowohl zu falsch positiven als auch zu falsch negativen Ergebnissen führen.
Die Familienanalyse umgeht das Problem der Auswahl einer repräsentativen Kontroll-
gruppe und ermöglicht eine sensitivere und spezifischere Untersuchung des fraglichen Polymor-
phismus in bezug auf seine Krankheitsassoziation. Bei diesem Verfahren werden die Häufigkeiten
der an den Patienten transmittierten und nicht transmittierten Allele mit Hilfe eines Chi²-Tests
miteinander verglichen und als Haplotype Relative Risk (HRR) bezeichnet
(445). Im Vergleich zur
Assoziationsstudie fungieren die Häufigkeiten der nicht transmittierten Allele als interne Kon-
trollgruppe.
Auch beim Transmission Disequilibrium Test (TDT) vergleicht man die Häufigkeiten
von transmittierten (t) und nicht transmittierten (nt) Allelen innerhalb einer Familie miteinander.
Zur Erhöhung der Sensitivität der Analyse berücksichtigt der TDT nur Eltern, die für den fragli-
chen Polymorphismus heterozygot sind und bei denen somit eine echte Alternative zwischen derM.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
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Vererbung des einen oder des anderen Allels besteht. Die a priori-Wahrscheinlichkeit eines hete-
rozygoten Individuums, ein bestimmtes Allel zu vererben, liegt bei 50%. Der TDT mißt die











Eine Wahrscheinlichkeit p ≤  0,05 wurde als signifikant angenommen. Eine Korrektur der p-Wer-
te des TDTs nach der Anzahl der Freiheitsgrade erfolgte nicht. Stattdessen wurde zur Bestäti-
gung der jeweiligen Ergebnisse ein erweiterter Transmission Disequilibrium Test (ETDT) durch-
geführt, der im folgenden beschrieben wird und der eine Korrektur entsprechend des Freiheits-
grades der Analyse beeinhaltet.
Erweiterter Transmission Disequilibrium Test (ETDT)
Der Transmission Disequilibrium Test (TDT) untersucht jeweils nur ein Allel pro Analyse. Für
die Betrachtung eines multiallelischen Markers sind demnach mehrere aufeinander folgende Be-
rechnungen nötig, die für die erfolgte Mehrfachtestung –siehe Chi²-Vierfeldertest– korrigiert wer-
den müssen. Da die einzelnen Analysen jedoch nicht unabhängig voneinander sind, wird eine
Bonferroni-Korrektur
(447) oder eine Korrektur entsprechend dem Freiheitsgrad zu konservative
(=falsch negative) Werte liefern. Der allelische erweiterte Transmission Disequilibrium Test
(ETDT)
(438) untersucht das Vererbungsungleichgewicht eines multiallelischen Markers und liefert
eine exaktere Abschätzung der tatsächlichen Wahrscheinlichkeiten. Dabei wird jedem Allel ein
Parameter zugeordnet. Dieser Parameter entspricht dem natürlichen Logarithmus des Wahr-
scheinlichkeitsverhältnisses jedes Allels eines Haplotyps, an den Patienten vererbt zu werden. Für
den Haplotyp AB (t: Transmission) errechnet sich das Parameterpaar „a - b“ wie folgt und defi-










Diese Parameter werden nun mit der Nullhypothese „keine Abweichung von der erwarteten Vererbungs-
wahrscheinlichkeit von 50%“ durch logistische Regression verglichen und entsprechend dem Frei-
heitsgrad korrigiert:
L0 = natürlicher Logarithmus der Wahrscheinlichkeit unter der Nullhypothese
L1 = natürlicher Logarithmus der Wahrscheinlichkeit unter der Alternativhypothese
Chi² (allelischer ETDT) = 1 : ), 0 1 ( 2 − − × n rad Freiheitsg L L
n: Anzahl der Allele
Einzelheiten der Berechnung können der entsprechenden Referenz
(438) entnommen werden. Eine
Wahrscheinlichkeit p ≤  0,05 wurde als signifikant akzeptiert.M.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
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Die ETDT-Ergebnisse der Subgruppen im Rahmen der Konditionierungen wurden mit folgen-
der Rechnung auf einen signifikanten Unterschied überprüft:
Chi² = ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ), 1 1 1 ( 2 b a b a b a b a df df df df rad Freiheitsg L L L + + − + = − + ×
Für die beiden Subgruppen a und b sowie für die Summe a + b wurde dabei jeweils getrennt ein
ETDT nach obigem Schema berechnet. Diese Berechnung wird im folgenden zur Abgrenzung
gegen ETDT und Chi²-Vierfeldertest als ETDT-Differenztest bezeichnet.
TRANSMIT-Analyse
Sowohl der TDT als auch der ETDT berücksichtigen nur Familien, bei denen die Haplotypen al-
ler Individuen vollständig bekannt sind. Ist die DNA eines Elternteils nicht verfügbar oder ist
zwar die Genotypisierung, nicht jedoch die eindeutige Zuordnung der Haplotypen möglich, führt
dies zum Ausschluß der entsprechenden Familie aus der TDT-/ETDT-Analyse (siehe Kapitel
2.3.8). Obwohl die Anzahl der auszuschließenden Familien im Verhältnis zur Gesamtzahl der Fa-
milien in der Regel sehr gering ist und der Ausschluß statistisch alle Haplotypen gleichmäßig be-
treffen sollte, kann eine Selektion bestimmter Familien (und damit Haplotyp-Kombinationen)
nicht völlig ausgeschlossen werden. Die sogenannte TRANSMIT-Analyse
(439) führt eine ETDT-
Berechnung durch, berücksichtigt jedoch auch unvollständige Familien und solche mit nicht ein-
deutigen Haplotypen. Dazu errechnet sie aus den Haplotypfrequenzen der Gesamtpopulation
durch einen Wahrscheinlichkeitsvektor die mutmaßliche Konstellation der fehlenden Haploty-
pen. Die Haplotypen gesunder Geschwister werden zur weiteren Verfeinerung der Vorhersage
verwendet.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die TRANSMIT-Analyse (in den Tabellen teilweise als
„TRM“ abgekürzt) zur qualitativen Bestätigung signifikanter ETDT-Ergebnisse verwendet und
diente somit zum Ausschluß einer relevanten Selektion in der jeweiligen ETDT-Analyse der Ge-
samtheit der Patienten. Im Zuge der einzelnen Konditionierungen wurde die TRANSMIT-Analy-




3.1 Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors
3.1.1 Mutationsscreening in Exon 2 und Exon 3
200 Eltern aus 100 Familien wurden auf Vorhandensein oder Abwesenheit der polymorphen
MwoI-Schnittstelle im Exon 2 des VDR-Gens untersucht. Alle Individuen wiesen den Genotyp
„mm“ auf, gleichbedeutend mit dem homozygoten Vorhandensein der polymorphen Schnittstelle.
Auf die Untersuchung weiterer Familien wurde daraufhin verzichtet.
Eine SSCP-Analyse des Exons 3 bei denselben Personen –200 Eltern aus 100 Familien–
ergab die Abwesenheit eines Polymorphismus. Auch hier wurden daraufhin keine weiteren Fami-
lien auf eine Mutation oder einen Polymorphismus im Exon 3 des VDR-Gens untersucht.

























































































































































F  baT 60 F bAt 8
f   baT 57 f  bAt 4
F BAt 63 F Bat 6
f  BAt 35 f  Bat 2
F bAT 38 F BaT 10
f  bAT 18 f  BaT 1
F BAT 13 F bat 7
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Tab.  10: VDR – Verteilung der Haplotypen (n=332; für FokI/BsmI/ApaI/TaqI
heterozygote Eltern) in der untersuchten Population
Die am 3'-Ende des VDR-Gens gelegenen Polymorphismen (BsmI, ApaI und TaqI) stehen in ei-
nem starken Linkage Disequilibrium zueinander. Dabei bilden „BAt“ sowie „baT“ die bevorzug-
ten Haplotypen. Diese Beobachtung spiegelt sich im jeweiligen Linkage Disequilibrium (D ±
                                                
¶ Die Tabellen der einzelnen Kapitel des Ergebnisteils haben zur besseren Vergleichbarkeit einen einheitlichen Auf-
bau. Die Darstellung der VDR-Haplotypen beginnt mit den 4-Locus-Haplotypen. Es folgen 3-Locus- und 2-Locus-
Haplotypen und schließlich die einzelnen Polymorphismen. Die DBP-Tabellen sind aufgrund der geringeren Allel-
Anzahl kürzer. Auch hier werden die 2-Locus-Haplotypen vor den einzelnen Polymorphismen dargestellt.
Zwar wird durch die Präsentation aller (auch nicht signifikanter) Ergebnisse die Verständlichkeit der einzelnen Tabel-
le auf den ersten Blick erschwert. Andererseits ermöglicht einzig diese Art der Darstellung den Vergleich der jeweili-
gen Konditionierungen untereinander. Der Autor hat sich daher bewußt für diese Form der Präsentation entschie-
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Standardabweichung) entsprechend wider:  DBA=0,1517 ±  0,0145; DBT= -0,1953 ±  0,0148 und
DAT= -0,1322 ±  0,0144.
Zwischen dem am 5'-Ende des VDR-Gens gelegenen FokI-Polymorphismus und den 3'-
Polymorphismen BsmI, ApaI und TaqI besteht dagegen kein nennenswertes Linkage Disequilibri-
um: DFB= 0,0133 ±  0,0142; DFA= 0,0053 ±  0,0143 und DFT= -0,0116 ±  0,0141.
Die 3'-Polymorphismen wurden vor dem FokI-Polymorphismen entdeckt und untersucht. Ent-
sprechend der in diesen Studien bei Kaukasiern beobachteten Allelhäufigkeiten
(365;448) erfolgte die
Benennung der 3'-Haplotypen.
Wie bereits aus dem Linkage Disequilibrium hervorgeht, konstituieren die Allele „F baT“
(18,1%), „f baT“ (17,2%), „F BAt“ (19,0%), „f BAt“ (10,5%) und „F bAT“ (11,4%) etwa drei
Viertel aller Haplotypen. Die übrigen 12 Allele kommen in Häufigkeiten zwischen 0,6% und
5,4% vor. Alle 16 theoretisch denkbaren Haplotypen sind demnach in der untersuchten Popula-
tion vertreten. Betrachtet man nur die 3'-Haplotypen, so stellen 3 der 8 Allele 80% der Haploty-
pen dar (siehe auch Tabelle 10).
3.1.3 Vererbung an Patienten
Die Analyse der 3'-Haplotypen BsmI/ApaI/TaqI ergab ein signifikantes Vererbungsungleichge-
wicht (ETDT: χ ²=18,886; p=0,0086 – TRANSMIT: χ ²=21,841; p=0,0027). Diese Beobachtung
wurde durch die Analyse der 2-Locus-Haplotypen, die Bestandteil von BsmI/ApaI/TaqI sind, be-
stätigt.  Für BsmI/TaqI (ETDT: χ ²=8,373; p=0,0389 – TRANSMIT: χ ²=13,009; p=0,0046) und
für ApaI/TaqI (ETDT: χ ²=17,182; p=0,0006 – TRANSMIT: χ ²=16,589; p=0,0009) bestand eine
signifikante Abweichung von den erwarteten Allelhäufigkeiten. Die Vererbungshäufigkeiten von
BsmI/ApaI wichen dagegen nicht signifikant von den erwarteten Werten ab (ETDT: χ ²=3,692;
p=0,2967).
Für das Allel „baT“ (3'-Code: 1) [45 von 82mal vererbt (p=0,3770)] sowie für die entspre-
chenden 2-Locus-Haplotypen „bT“ [44 von 93mal vererbt (p=06041)] und „aT“ [50 von 88mal
vererbt (p=0,2008)] konnte kein Vererbungsungleichgewicht festgestellt werden. Das Allel „BAt“
(3'-Code: 2) hingegen wurde vornehmlich an Patienten vererbt [52 von 81mal (p=0,0106)]. Auch
die 2-Locus-Haplotypen „Bt“ [54 von 87mal vererbt (p=0,0244)] und „At“ [52 von 84mal vererbt
(p=0,0291)] vermittelten ein erhöhtes Risiko, an Typ 1 Diabetes mellitus zu erkranken. Die TDT-
Analyse von „bAT“ (3'-Code: 3) war nicht signifikant [23 von 59mal vererbt (p=0,0906)], aber
der entsprechende 2-Locus-Haplotyp „AT“ wurde vorwiegend nicht vererbt [20 von 63mal ver-
erbt (p=0,0038)]. Auch das „at“ Allel –Bestandteil von „Bat“ (3'-Code: 6) und „bat“ (3'-Code: 8)–
wurde seltener als erwartet transmittiert [4 von 17mal vererbt (p=0,0290)].
Die zusätzliche Berücksichtigung von FokI verminderte die Aussagekraft der Untersu-
chung (ETDT: χ ²=24,702; p=0,0541 – TRANSMIT: χ ²=28,237; p=0,0201) und lieferte ein
grenzwertig signifikantes Vererbungsungleichgewicht für die 4-Locus-Haplotypen
FokI/BsmI/ApaI/TaqI. Die isolierte Betrachtung der einzelnen Polymorphismen ergab keine sig-
nifikante Abweichung von den erwarteten Werten: FokI (p=0,3843), BsmI (p=0,2088),  ApaI
(p=0,6892) und TaqI (p=0,1573).
Alle signifikanten ETDT-Werte konnten mit Hilfe der TRANSMIT-Analyse bestätigt

























































































































































FBAT 22 5 8 0,692 0,4054 6 3 1,000 0,3173 - -
FBAt 96 39 24 3,571 0,0588 13 20 1,485 0,2230 3,560 0,0592
fBAT 9 3 4 0,143 0,7055 1 1 0,000 1,0000 - -
FbAT 59 17 21 0,421 0,5164 10 11 0,048 0,8273 0,004 0,9522
FBaT 14 7 3 1,600 0,2059 1 3 1,000 0,3173 - -
FbaT 100 37 23 3,267 0,0707 27 13 4,900 0,0269 0,147 0,7019
FBat 12 1 5 2,667 0,1025 2 4 0,667 0,4142 - -
fBaT 1 0 1 1,000 0,3173 0 0 - - - -
fBAt 59 18 17 0,029 0,8658 13 11 0,167 0,6831 0,003 0,9535
FbAt 10 3 5 0,500 0,4795 1 1 0,000 1,0000 - -
fbAT 30 5 13 3,556 0,0593 1 11 8,333 0,0039 - -
fbaT 97 27 30 0,158 0,6911 21 19 0,100 0,7518 0,085 0,7708
Fbat 11 1 6 3,571 0,0588 2 2 0,000 1,0000 - -
fBat 3 1 1 0,000 1,0000 1 0 1,000 0,3173 - -
fbAt 8 0 4 4,000 0,0455 2 2 0,000 1,0000 - -
fbat 5 2 1 0,333 0,5637 1 1 0,000 1,0000 - -
ETDT: df=15 p=0,0541 df=15 p=0,0967 p=0,4180
TRM: df=15 p=0,0201 df=15
BAT 35 7 16 3,522 0,0606 7 5 0,333 0,5637 - -
bat 18 3 8 2,273 0,1317 3 4 0,143 0,7055 - -
BAt 135 52 29 6,531 0,0106 26 28 0,074 0,7855 2,795 0,0946
bAT 93 23 36 2,864 0,0906 12 22 2,941 0,0863 0,017 0,8954
bAt 19 6 8 0,286 0,5930 3 2 0,200 0,6547 - -
Bat 15 2 6 2,000 0,1573 3 4 0,143 0,7055 - -
baT 146 45 37 0,780 0,3770 39 25 3,063 0,0801 0,321 0,5712
BaT 17 7 5 0,333 0,5637 1 4 1,800 0,1797 - -
ETDT: df=7 p=0,0086 df=7 p=0,4397 p=0,1515
TRM: df=7 p=0,0027 df=7
Vererbung an Patienten 
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Tab. 11:  Transmission von VDR an Patienten und gesunde Geschwister (Teil A)
¶
                                                
¶ Das Symbol „− “ in den folgenden Tabellen (11− 16 und 18− 23) besagt, daß die Fallzahl für die jeweilige Berech-
nung nicht ausreichend war. Für die Randbedingungen der statistischen Tests sei auf Kapitel 2.3.10 sowie auf die
dort angegebenen Referenzen verwiesen. Die eingeklammerten Zahlen in der Kopfzeile der Tabellen geben die je-























































































































































fa t 7 3 2 0,200 0,6547 1 1 0,000 1,0000 - -
FAT 77 19 27 1,391 0,2382 17 14 0,290 0,5900 0,873 0,3500
FA t 100 39 27 2,182 0,1396 13 21 1,882 0,1701 3,120 0,0774
fA T 3 4 6 15 3,857 0,0495 1 12 9,308 0,0023 - -
fA t 6 7 18 21 0,231 0,6310 15 13 0,143 0,7055 0,123 0,7254
Fat 26 2 11 6,231 0,0126 5 8 0,692 0,4054 - -
fa T 9 7 27 31 0,276 0,5994 21 18 0,231 0,6310 0,248 0,6188
FaT 118 46 26 5,556 0,0184 30 16 4,261 0,0390 0,003 0,9601
ETDT: df=7 p=0,0143 df=7 p=0,0161 p=0,2540
TRM : df=7 p=0,0041 df=7
fb t 1 2 2 5 1,286 0,2568 2 3 0,200 0,6547 - -
FBT 37 12 12 0,000 1,0000 7 6 0,077 0,7815 0,015 0,9035
FB t 102 41 28 2,449 0,1176 11 22 3,667 0,0555 5,080 0,0242
fB t 6 2 19 18 0,027 0,8694 14 11 0,360 0,5485 0,010 0,9199
fB T 1 1 3 5 0,500 0,4795 1 2 0,333 0,5637 - -
Fbt 23 4 12 4,000 0,0455 4 3 0,143 0,7055 - -
f bT 116 32 42 1,351 0,2450 18 24 0,857 0,3545 0,024 0,8771
FbT 125 44 35 1,025 0,3113 30 16 4,261 0,0390 0,733 0,3921
ETDT: df=7 p=0,1593 df=7 p=0,3441 p=0,3964
df=7
f ba 101 30 31 0,016 0,8981 21 19 0,100 0,7518 0,015 0,9022
FB A 110 41 29 2,057 0,1515 17 23 0,900 0,3428 2,032 0,1540
fB A 6 9 21 21 0,000 1,0000 14 13 0,037 0,8474 0,009 0,9232
FbA 70 21 26 0,532 0,4658 12 11 0,043 0,8348 0,112 0,7377
fb A 3 4 5 17 6,545 0,0105 1 11 8,333 0,0039 - -
fB a 4 1 2 0,333 0,5637 1 0 1,000 0,3173 - -
Fba 108 36 29 0,754 0,3853 29 14 5,233 0,0222 1,107 0,2927
FBa 26 8 8 0,000 1,0000 3 7 1,600 0,2059 - -
ETDT: df=7 p=0,2282 df=7 p=0,0121 p=0,3187
df=7
Vererbung an Patienten 
(161)






























































































































































at 76 4 13 4,765 0,0290 29 30 0,017 0,8964 2,561 0,1095
AT 79 20 43 8,397 0,0038 6 10 1,000 0,3173 0,020 0,8889
aT 157 50 38 1,636 0,2008 41 28 2,449 0,1176 0,027 0,8690
At 130 52 32 4,762 0,0291 19 27 1,391 0,2382 4,292 0,0383
ETDT: df=3 p=0,0006 df=3 p=0,2775 p=0,0125
TRM: df=3 p=0,0009 df=3
fa 107 32 33 0,015 0,9013 22 20 0,095 0,7576 0,015 0,9042
FA 149 49 44 0,269 0,6041 26 30 0,286 0,5930 0,326 0,5680
fA 95 23 35 2,483 0,1151 14 23 2,189 0,1390 0,002 0,9691
Fa 137 44 36 0,800 0,3711 34 23 2,123 0,1451 0,134 0,7139
ETDT: df=3 p=0,4104 df=3 p=0,3224 p=0,0217
df=3
ba 155 45 43 0,045 0,8312 40 27 2,522 0,1122 0,808 0,3689
BA 155 53 39 2,130 0,1444 31 32 0,016 0,8997 0,752 0,3859
bA 110 30 44 2,649 0,1036 14 22 1,778 0,1824 0,002 0,9671
Ba 32 9 11 0,200 0,6547 4 8 1,333 0,2482 - -
ETDT: df=3 p=0,2987 df=3 p=0,2054 p=0,6268
df=3
fb 121 34 46 1,800 0,1797 17 24 1,195 0,2743 0,007 0,9319
FB 124 49 36 1,988 0,1585 14 25 3,103 0,0782 4,227 0,0398
Fb 144 46 46 0,000 1,0000 34 18 4,923 0,0265 2,592 0,1074
fB 73 22 23 0,022 0,8815 15 13 0,143 0,7055 0,022 0,8821
ETDT: df=3 p=0,4160 df=3 p=0,0734 p=0,0916
df=3
bt 38 9 17 2,462 0,1167 6 6 0,000 1,0000 0,297 0,5858
BT 53 14 22 1,778 0,1824 8 9 0,059 0,8084 0,070 0,7912
bT 152 44 49 0,269 0,6041 32 27 0,424 0,5151 0,443 0,5056
Bt 141 54 33 5,069 0,0244 25 29 0,296 0,5862 2,755 0,0970
ETDT: df=3 p=0,0389 df=3 p=0,9316 p=0,3042
TRM: df=3 p=0,0046 df=3
Vererbung an Patienten 
(161)






























































































































































FT 159 53 45 0,653 0,4190 39 22 4,738 0,0295 1,120 0,2899
ft 78 24 23 0,021 0,8840 17 14 0,290 0,5900 0,009 0,9244
Ft 116 40 37 0,117 0,7324 13 26 4,333 0,0374 2,904 0,0884
fT 117 32 44 1,895 0,1687 17 24 1,195 0,2743 0,017 0,8972
ETDT: df=3 p=0,5904 df=3 p=0,0641 p=0,1425
df=3
A1 8 1 48 52 0,160 0,6892 37 44 0,605 0,4367 0,026 0,8719
a1 8 1 52 48 0,160 0,6892 44 37 0,605 0,4367 0,026 0,8719
B1 6 9 60 47 1,579 0,2088 28 34 0,581 0,4461 1,462 0,2267
b1 6 9 47 60 1,579 0,2088 34 28 0,581 0,4461 1,462 0,2267
F1 6 6 58 49 0,757 0,3843 32 27 0,424 0,5151 0,025 0,8739
f1 6 6 49 58 0,757 0,3843 27 32 0,424 0,5151 0,025 0,8739
T1 6 0 42 56 2,000 0,1573 34 28 0,581 0,4461 1,732 0,1882
t1 6 0 56 42 2,000 0,1573 28 34 0,581 0,4461 1,732 0,1882
Vererbung an Patienten 
(161)





Tab. 11:  Transmission von VDR an Patienten und gesunde Geschwister (Teil D)
3.1.4 Vererbung an gesunde Geschwister
Die Vererbung der Polymorphismen FokI, BsmI, ApaI und TaqI an die 94 gesunden Geschwister
erfolgte in Übereinstimmung mit den erwarteten Häufigkeiten. Das Allel „B“ wurde seltener an
gesunde Geschwister [28 von 62mal (TDT: p=0,4461)] als an Patienten [60 von 107mal (TDT:
p=0,2088)] vererbt. Der Unterschied war jedoch nicht signifikant (Chi²-Test: p=0,2267). Das Al-
lel „T“ wurde hingegen öfter (aber nicht signifikant) an gesunde Geschwister als an Patienten ver-
erbt (Chi²-Test: p=0,1882).
Für die 2-Locus-Haplotypen FokI/TaqI (ETDT: p=0,0641) und FokI/BsmI (ETDT:
p=0,0734) bestand ein knapp nicht-signifikantes Vererbungsungleichgewicht an die gesunden
Geschwister. Der Unterschied (ETDT-Differenztest) zur Gruppe der Patienten war ebenfalls
nicht signifikant. Für die Haplotypen ApaI/TaqI (ETDT-Differenztest: p=0,0125) und
FokI/ApaI (ETDT-Differenztest: p=0,0217) bestand ein signifikanter Unterschied zwischen der
Vererbung an gesunde Geschwister und Patienten.
Das Allel „FB“ wurde deutlich häufiger an Patienten als an gesunde Geschwister trans-
mittiert (Chi²-Test: p=0,0398). Die Betrachtung der davon abgeleiteten Allele „FBt“ (Chi²-Test:
p=0,0242) und „FBAt“ (Chi²-Test: p=0,0592) ergab einen ähnlichen Unterschied in ihrer Verer-


























































































































































FBAT 13 2 7 2,778 0,0956 3 1 1,000 0,3173 - -
FBAt 61 18 10 2,286 0,1306 21 12 2,455 0,1172 0,046 0,8298
fBAT 7 0 2 2,000 0,1573 3 2 0,200 0,6547 - -
FbAT 38 8 7 0,067 0,7963 9 14 1,087 0,2971 0,278 0,5982
FBaT 10 2 2 0,000 1,0000 5 1 2,667 0,1025 - -
FbaT 59 19 11 2,133 0,1441 18 11 1,690 0,1936 0,029 0,8659
FBat 6 0 4 4,000 0,0455 1 1 0,000 1,0000 - -
fBaT 1 0 0 - - 0 1 1,000 0,3173 - -
fBAt 33 7 8 0,067 0,7963 9 9 0,000 1,0000 0,025 0,8736
FbAt 8 1 3 1,000 0,3173 2 2 0,000 1,0000 - -
fbAT 18 4 5 0,111 0,7389 1 8 5,444 0,0196 - -
fbaT 56 14 14 0,000 1,0000 12 16 0,571 0,4497 0,072 0,7887
Fbat 7 0 1 1,000 0,3173 1 5 2,667 0,1025 - -
fBat 2 1 0 1,000 0,3173 0 1 1,000 0,3173 - -
fbAt 4 0 2 2,000 0,1573 0 2 2,000 0,1573 - -
fbat 3 0 0 - - 2 1 0,333 0,5637 - -
ETDT: -- --- -
BAT 23 2 14 9,000 0,0027 5 2 1,286 0,2568 - -
bat 11 0 1 1,000 0,3173 3 7 1,600 0,2059 - -
BAt 77 25 13 3,789 0,0516 25 14 3,103 0,0782 0,007 0,9333
bAT 59 13 14 0,037 0,8474 10 22 4,500 0,0339 1,119 0,2901
bAt 14 3 4 0,143 0,7055 3 4 0,143 0,7055 - -
Bat 8 1 4 1,800 0,1797 1 2 0,333 0,5637 - -
baT 78 21 15 1,000 0,3173 22 20 0,095 0,7576 0,089 0,7652
BaT 12 2 2 0,000 1,0000 5 3 0,500 0,4795 - -
ETDT: df=7 p=0,0017 df=7 p=0,1804 p=0,1808
df=7
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fat 5 1 0 1,000 0,3173 2 2 0,000 1,0000 - -
FAT 46 8 13 1,190 0,2752 11 14 0,360 0,5485 0,011 0,9168
FAt 64 17 12 0,862 0,3532 22 13 2,314 0,1282 0,008 0,9296
fAT 21 3 6 1,000 0,3173 3 9 3,000 0,0833 - -
fAt 38 7 10 0,529 0,4669 10 11 0,048 0,8273 0,005 0,9448
Fat 13 0 5 5,000 0,0253 2 6 2,000 0,1573 - -
faT 56 14 14 0,000 1,0000 11 17 1,286 0,2568 0,289 0,5909
FaT 71 23 13 2,778 0,0956 23 12 3,457 0,0630 0,008 0,9301
ETDT: df=7 p=0,0497 df=7 p=0,2001 p=0,8423
df=7
fbt 7 0 2 2,000 0,1573 2 3 0,200 0,6547 - -
FBT 24 4 9 1,923 0,1655 8 3 2,273 0,1317 2,685 0,1013
FBt 68 18 13 0,806 0,3692 23 14 2,189 0,1390 0,009 0,9240
fBt 36 8 8 0,000 1,0000 10 10 0,000 1,0000 0,113 0,7373
fBT 8 0 2 2,000 0,1573 3 3 0,000 1,0000 - -
Fbt 16 1 4 1,800 0,1797 3 8 2,273 0,1317 - -
fbT 72 18 18 0,000 1,0000 12 24 4,000 0,0455 1,429 0,2320
FbT 77 20 13 1,485 0,2230 24 20 0,364 0,5465 0,090 0,7648
ETDT: df=7 p=0,0205 df=7 p=0,3394 p=0,0565
df=7
fba 60 14 14 0,000 1,0000 15 17 0,125 0,7237 0,000 0,9862
FBA 68 16 13 0,310 0,5775 25 14 3,103 0,0782 0,244 0,6215
fBA 41 7 10 0,529 0,4669 13 11 0,167 0,6831 0,253 0,6152
FbA 47 9 10 0,053 0,8185 12 16 0,571 0,4497 0,000 1,0000
fbA 22 4 7 0,818 0,3657 1 10 7,364 0,0067 - -
fBa 3 1 0 1,000 0,3173 0 2 2,000 0,1573 - -
Fba 63 18 12 1,200 0,2733 17 16 0,030 0,8618 0,179 0,6722
FBa 16 2 5 1,286 0,2568 6 3 1,000 0,3173 - -
ETDT: df=7 p=0,4950 df=7 p=0,0409 p=0,1584
df=7
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at 17 1 5 2,667 0,1025 3 8 2,273 0,1317 - -
AT 63 9 24 6,818 0,0090 11 19 2,133 0,1441 0,280 0,5968
aT 87 24 16 1,600 0,2059 25 22 0,191 0,6617 0,178 0,6735
At 83 25 14 3,103 0,0782 27 17 2,273 0,1317 0,001 0,9761
ETDT: df=3 p=0,0050 df=3 p=0,0603 p=0,7349
df=3
fa 64 16 14 0,133 0,7150 15 19 0,471 0,4927 0,236 0,6273
FA 91 21 21 0,000 1,0000 28 21 1,000 0,3173 0,221 0,6380
fA 57 10 16 1,385 0,2393 12 19 1,581 0,2087 0,065 0,7995
Fa 80 23 19 0,381 0,5371 21 17 0,421 0,5164 0,032 0,8572
ETDT: df=3 p=0,6473 df=3 p=0,3650 p=0,8315
df=3
ba 87 22 16 0,947 0,3304 23 26 0,184 0,6682 0,637 0,4249
BA 90 20 21 0,024 0,8759 32 17 4,592 0,0321 1,867 0,1718
bA 73 16 18 0,118 0,7316 13 26 4,333 0,0374 0,913 0,3392
Ba 20 3 6 1,000 0,3173 6 5 0,091 0,7630 - -
ETDT: df=3 p=0,6287 df=3 p=0,1173 p=0,3042
df=3
fb 78 18 20 0,105 0,7456 14 26 3,600 0,0578 0,774 0,3790
FB 84 18 18 0,000 1,0000 31 17 4,083 0,0433 1,250 0,2636
Fb 90 21 18 0,231 0,6310 25 26 0,020 0,8886 0,058 0,8095
fB 44 8 9 0,059 0,8084 13 14 0,037 0,8474 0,057 0,8107
ETDT: df=3 p=0,9100 df=3 p=0,1141 p=0,4381
df=3
bt 26 3 5 0,500 0,4795 6 12 2,000 0,1573 - -
BT 36 4 17 8,048 0,0046 10 5 1,667 0,1967 6,465 0,0110
bT 91 21 16 0,676 0,4111 22 32 1,852 0,1736 1,663 0,1972
Bt 85 25 15 2,500 0,1138 28 17 2,689 0,1011 0,039 0,8431
ETDT: df=3 p=0,0071 df=3 p=0,1924 p=0,0549
df=3
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FT 97 23 21 0,091 0,7630 30 23 0,925 0,3363 0,049 0,8245
ft 45 9 9 0,000 1,0000 14 13 0,037 0,8474 0,033 0,8552
Ft 76 17 17 0,000 1,0000 23 19 0,381 0,5371 0,033 0,8552
fT 74 17 19 0,111 0,7389 13 25 3,789 0,0516 0,815 0,3667
ETDT: df=3 p=0,9714 df=3 p=0,2624 p=0,7091
df=3
A9 6 20 25 0,556 0,4561 27 24 0,176 0,6744 0,393 0,5310
a9 6 25 20 0,556 0,4561 24 27 0,176 0,6744 0,393 0,5310
B1 0 4 21 24 0,200 0,6547 37 22 3,814 0,0508 2,054 0,1518
b1 0 4 24 21 0,200 0,6547 22 37 3,814 0,0508 2,054 0,1518
F1 0 4 25 24 0,020 0,8864 33 22 2,200 0,1380 0,522 0,4699
f1 0 4 24 25 0,020 0,8864 22 33 2,200 0,1380 0,522 0,4699
T9 6 17 24 1,195 0,2743 24 31 0,891 0,3452 0,000 1,0000
t9 6 24 17 1,195 0,2743 31 24 0,891 0,3452 0,000 1,0000




Tab. 12:  Transmission von VDR – Konditionierung für das Geschlecht der
Patienten (Teil D)
Geschlecht
Analog zur Untersuchung der Gesamtheit der Patienten wurden die Vererbung an weibliche (74
Fälle) und männliche Patienten (87 Fälle) mit Hilfe von TDT und ETDT analysiert. Chi²-Tests
und ETDT-Differenztests dienten dem Vergleich der Gruppen miteinander (siehe Tabelle 12,
Teile A-D).
Die Vererbungshäufigkeiten der einzelnen Polymorphismen wiesen keinen signifikanten
Unterschied zwischen weiblichen und männlichen Patienten auf. Die Allele „F“ (Chi²-Test:
p=0,4699), „A“ (Chi²-Test: p=0,5310) und „T“ (Chi²-Test: p=1,0000) wurden etwa gleich häufig
an Jungen und Mädchen vererbt. Das „B“ Allel wurde in der Gruppe der weiblichen Patienten et-
was seltener [21 von 45mal (p=0,6547)] als erwartet vererbt. An männliche Patienten wurde es
hingegen deutlich häufiger als erwartet vererbt [37 von 59mal (p=0,0508)]. Der Vergleich beider
Gruppen mit Hilfe des Chi²-Tests ergab kein signifikantes Ergebnis (p=0,1518).
Die Betrachtung der BsmI beinhaltenden 2-Locus-Haplotypen BsmI/TaqI ergab ein signi-
fikantes Vererbungsungleichgewicht für die Gruppe der weiblichen Patienten (ETDT: p=0,0071),
während keine signifikante Abweichung von den erwarteten Werten bei männlichen Patienten
bestand (ETDT: p=0,1924). Der Unterschied zwischen weiblichen und männlichen Patienten
war zwar deutlich, verfehlte aber knapp das Signifikanzniveau (ETDT-Differenztest: p=0,0549).
Dabei wurde das Allel „BT“ signifikant seltener an Mädchen [4 von 21mal (p=0,0046)] als an
Jungen [10 von 15mal (p=0,1967)] vererbt (Chi²-Test: p=0,0110).
Die ETDT-Analyse der entsprechenden 3-Locus-Haplotypen FokI/BsmI/TaqI ergab
ebenfalls ein signifikantes Vererbungsungleichgewicht bei weiblichen Patienten (ETDT:M.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
61
p=0,0205) und wiederum keine Abweichung von den erwarteten Werten bei männlichen Patien-
ten (ETDT: p=0,3394). Der Unterschied zwischen beiden Gruppen war auch hier deutlich, wenn
auch nicht signifikant (ETDT-Differenztest: p=0,0565). Der Unterschied zwischen Mädchen und
Jungen war für BsmI/ApaI/TaqI geringer (ETDT-Differenztest: p=0,1808). Auch für die übrigen
Haplotypen, für welche die TDT-/ ETDT-Analyse aller Patienten signifikante Ergebnisse erge-
ben hatte, bestand kein Unterschied in der Vererbung an Mädchen oder Jungen. Ein ETDT-Ver-
































































































































FBAT 10 1 4 1,800 0,1797 3 2 0,200 0,6547 - -
FBAt 45 12 7 1,316 0,2513 13 13 0,000 1,0000 0,329 0,5662
fBAT 5 2 1 0,333 0,5637 0 2 2,000 0,1573 - -
FbAT 35 9 9 0,000 1,0000 8 9 0,059 0,8084 0,027 0,8695
FBaT 6 2 2 0,000 1,0000 2 0 2,000 0,1573 - -
FbaT 51 20 11 2,613 0,1060 14 6 3,200 0,0736 0,010 0,9192
FBat 6 0 4 4,000 0,0455 1 1 0,000 1,0000 - -
fBaT 1 0 0 - - 0 1 1,000 0,3173 - -
fBAt 30 6 8 0,286 0,5930 9 7 0,250 0,6171 0,134 0,7144
FbAt 6 1 1 0,000 1,0000 2 2 0,000 1,0000 - -
fbAT 15 0 3 3,000 0,0833 5 7 0,333 0,5637 - -
fbaT 39 12 12 0,000 1,0000 6 9 0,600 0,4386 0,078 0,7800
Fbat 6 1 3 1,000 0,3173 0 2 2,000 0,1573 - -
fBat 1 0 1 1,000 0,3173 0 0 - - - -
fbAt 3 0 2 2,000 0,1573 0 1 1,000 0,3173 - -
fbat 3 2 0 2,000 0,1573 0 1 1,000 0,3173 - -
ETDT: -- ----
BAT 19 2 6 2,000 0,1573 3 8 2,273 0,1317 - -
bat 9 3 3 0,000 1,0000 0 3 3,000 0,0833 - -
BAt 60 16 11 0,926 0,3359 20 13 1,485 0,2230 0,025 0,8736
bAT 52 10 14 0,667 0,4142 13 15 0,143 0,7055 0,004 0,9483
bAt 11 3 3 0,000 1,0000 3 2 0,200 0,6547 - -
Bat 7 0 5 5,000 0,0253 1 1 0,000 1,0000 - -
baT 62 20 12 2,000 0,1573 16 14 0,133 0,7150 0,224 0,6359
BaT 8 2 2 0,000 1,0000 2 2 0,000 1,0000 - -
ETDT: df=7 p=0,1046 df=7 p=0,1483 p=0,5247
df=7
Alter bei Erstdiagnose größer 
8 Jahre (61)
Alter bei Erstdiagnose 
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fat 4 2 1 0,333 0,5637 0 1 1,000 0,3173 - -
FAT 40 9 12 0,429 0,5127 9 10 0,053 0,8185 0,001 0,9748
FAt 46 12 7 1,316 0,2513 13 14 0,037 0,8474 0,498 0,4804
fAT 16 1 3 1,000 0,3173 4 8 1,333 0,2482 - -
fAt 33 6 10 1,000 0,3173 9 8 0,059 0,8084 0,292 0,5888
Fat 12 1 7 4,500 0,0339 1 3 1,000 0,3173 - -
faT 40 12 12 0,000 1,0000 6 10 1,000 0,3173 0,206 0,6498
FaT 59 22 13 2,314 0,1282 18 6 6,000 0,0143 0,486 0,4858
ETDT: df=7 p=0,2208 df=7 p=0,0706 p=0,6640
df=7
fbt 6 2 2 0,000 1,0000 0 2 2,000 0,1573 - -
FBT 17 3 7 1,600 0,2059 5 2 1,286 0,2568 - -
FBt 52 13 11 0,167 0,6831 14 14 0,000 1,0000 0,001 0,9822
fBt 31 6 9 0,600 0,4386 9 7 0,250 0,6171 0,297 0,5856
fBT 6 2 1 0,333 0,5637 0 3 3,000 0,0833 - -
Fbt 13 2 4 0,667 0,4142 2 5 1,286 0,2568 - -
fbT 53 12 15 0,333 0,5637 11 15 0,615 0,4328 0,015 0,9042
FbT 68 22 13 2,314 0,1282 20 13 1,485 0,2230 0,004 0,9528
ETDT: df=7 p=0,6257 df=7 p=0,0950 p=0,1971
df=7
fba 42 14 12 0,154 0,6949 6 10 1,000 0,3173 0,507 0,4765
FBA 52 12 10 0,182 0,6698 15 15 0,000 1,0000 0,002 0,9652
fBA 35 8 9 0,059 0,8084 9 9 0,000 1,0000 0,027 0,8695
FbA 42 10 10 0,000 1,0000 11 11 0,000 1,0000 0,096 0,7573
fbA 18 0 5 5,000 0,0253 5 8 0,692 0,4054 - -
fBa 2 0 1 1,000 0,3173 0 1 1,000 0,3173 - -
Fba 55 20 13 1,485 0,2230 14 8 1,636 0,2008 0,003 0,9549
FBa 12 2 6 2,000 0,1573 3 1 1,000 0,3173 - -
ETDT: df=7 p=0,1137 df=7 p=0,7215 p=0,7781
df=7
Alter bei Erstdiagnose größer 
8 Jahre (61)
Alter bei Erstdiagnose 
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at 14 3 8 2,273 0,1317 0 3 3,000 0,0833 - -
AT 54 9 17 2,462 0,1167 10 18 2,286 0,1306 0,040 0,8409
aT 68 21 13 1,882 0,1701 19 15 0,471 0,4927 0,061 0,8054
At 62 16 11 0,926 0,3359 21 14 1,400 0,2367 0,041 0,8397
ETDT: df=3 p=0,0909 df=3 p=0,0659 p=0,6410
df=3
fa 44 14 13 0,037 0,8474 6 11 1,471 0,2253 0,582 0,4454
FA 68 16 14 0,133 0,7150 18 20 0,105 0,7456 0,060 0,8071
fA 47 7 13 1,800 0,1797 12 15 0,333 0,5637 0,124 0,7251
Fa 65 20 17 0,243 0,6219 19 9 3,571 0,0588 0,756 0,3847
ETDT: df=3 p=0,5999 df=3 p=0,2454 p=0,4890
df=3
ba 67 21 13 1,882 0,1701 16 17 0,030 0,8618 0,718 0,3969
BA 70 16 15 0,032 0,8575 20 19 0,026 0,8728 0,046 0,8311
bA 64 13 17 0,533 0,4652 17 17 0,000 1,0000 0,080 0,7777
Ba 15 2 7 2,778 0,0956 3 3 0,000 1,0000 - -
ETDT: df=3 p=0,2362 df=3 p=0,9981 p=0,5711
df=3
fb 57 13 16 0,310 0,5775 11 17 1,286 0,2568 0,024 0,8766
FB 64 14 16 0,133 0,7150 18 16 0,118 0,7316 0,063 0,8023
Fb 78 23 16 1,256 0,2623 22 17 0,641 0,4233 0,000 1,0000
fB 37 8 10 0,222 0,6374 9 10 0,053 0,8185 0,023 0,8795
ETDT: df=3 p=0,7211 df=3 p=0,6793 p=0,9243
df=3
bt 21 6 6 0,000 1,0000 3 6 1,000 0,3173 - -
BT 28 4 9 1,923 0,1655 5 10 1,667 0,1967 - -
bT 69 19 15 0,471 0,4927 18 17 0,029 0,8658 0,017 0,8969
Bt 66 16 15 0,032 0,8575 21 14 1,400 0,2367 0,191 0,6623
ETDT: df=3 p=0,5450 df=3 p=0,2116 p=0,7366
df=3
Alter bei Erstdiagnose größer 
8 Jahre (61)
Alter bei Erstdiagnose 
kleinergleich 8 Jahre (63)
höheres gg. 
niedriges Alter bei 
Erstdiagnose
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FT 80 23 19 0,381 0,5371 24 14 2,632 0,1048 0,286 0,5931
ft 39 9 11 0,200 0,6547 10 9 0,053 0,8185 0,024 0,8759
Ft 56 13 13 0,000 1,0000 13 17 0,533 0,4652 0,053 0,8179
fT 55 13 15 0,143 0,7055 10 17 1,815 0,1779 0,187 0,6654
ETDT: df=3 p=0,9221 df=3 p=0,3514 p=0,7810
df=3
A7 2 16 19 0,257 0,6121 18 19 0,027 0,8694 0,000 0,9887
a7 2 19 16 0,257 0,6121 19 18 0,027 0,8694 0,000 0,9887
B7 9 16 20 0,444 0,5050 22 21 0,023 0,8788 0,136 0,7120
b7 9 20 16 0,444 0,5050 21 22 0,023 0,8788 0,136 0,7120
F8 0 22 18 0,400 0,5271 22 18 0,400 0,5271 0,051 0,8222
f8 0 18 22 0,400 0,5271 18 22 0,400 0,5271 0,051 0,8222
T7 7 17 20 0,243 0,6219 19 21 0,100 0,7518 0,009 0,9265
t7 7 20 17 0,243 0,6219 21 19 0,100 0,7518 0,009 0,9265
Alter bei Erstmanifestation 
größer 8 Jahre (61)
Alter bei Erstmanifestation 
kleinergleich 8 Jahre (63)
höheres gg. 
niedriges Alter bei 
Erstmanifestation
Tab. 13: Transmission von VDR – Konditionierung für das Erkrankungsalter
(Teil D)
Alter bei Erkrankungsbeginn
Das Patientenkollektiv wurde auch für das Erkrankungsalter konditioniert (siehe Tabelle 13, Teile
A-D). Die Einteilung erfolgte in zwei Gruppen nach niedrigem (≤  8Jahre; 63 Fälle) und höherem
(>  8 Jahre; 61 Fälle) Alter bei Erstmanifestation des Typ 1 Diabetes mellitus. Bei 37 Patienten
konnte das Erkrankungsalter nicht ermittelt werden. Sie wurden folglich von der obigen Analyse
ausgeschlossen.
Keiner der einzelnen Polymorphismen wurde bevorzugt an Patienten mit niedrigem oder
höherem Erkrankungsalter vererbt und es bestanden keine Unterschiede zwischen beiden Grup-
pen: „F“ (Chi²-Test: p=0,8222) , „B“ (Chi²-Test: p=0,7120) , „A“ (Chi²-Test: p=0,9887) und „T“
(Chi²-Test: p=0,9265). Für keinen der 2- und 3-Locus-Haplotypen fand sich eine signifikante Ab-
weichung zwischen beiden Gruppen. Eine Auswertung der 4-Locus-Haplotypen

























































































































































FBAT 13 4 3 0,143 0,7055 1 5 2,667 0,1025 - -
FBAt 61 17 11 1,286 0,2568 22 11 3,667 0,0555 0,046 0,8298
fBAT 7 1 1 0,000 1,0000 2 3 0,200 0,6547 - -
FbAT 38 9 11 0,200 0,6547 8 10 0,222 0,6374 0,085 0,7701
FBaT 10 2 1 0,333 0,5637 5 2 1,286 0,2568 - -
FbaT 60 21 13 1,882 0,1701 16 10 1,385 0,2393 0,063 0,8026
FBat 6 0 1 1,000 0,3173 1 4 1,800 0,1797 - -
fBaT 1 0 1 1,000 0,3173 0 0 - - - -
fBAt 35 11 8 0,474 0,4913 7 9 0,250 0,6171 0,245 0,6208
FbAt 8 0 2 2,000 0,1573 3 3 0,000 1,0000 - -
fbAT 18 3 6 1,000 0,3173 2 7 2,778 0,0956 - -
fbaT 55 13 21 1,882 0,1701 12 9 0,429 0,5127 1,187 0,2760
Fbat 7 1 3 1,000 0,3173 0 3 3,000 0,0833 - -
fBat 2 1 1 0,000 1,0000 0 0 - - - -
fbAt 4 0 1 1,000 0,3173 0 3 3,000 0,0833 - -
fbat 3 1 0 1,000 0,3173 1 1 0,000 1,0000 - -
ETDT: -- --- -
BAT 23 5 6 0,091 0,7630 2 10 5,333 0,0209 - -
bat 11 2 4 0,667 0,4142 1 4 1,800 0,1797 - -
BAt 78 30 15 5,000 0,0253 21 12 2,455 0,1172 0,001 0,9702
bAT 59 13 20 1,485 0,2230 10 16 1,385 0,2393 0,038 0,8446
bAt 13 2 3 0,200 0,6547 4 4 0,000 1,0000 - -
Bat 9 1 3 1,000 0,3173 1 4 1,800 0,1797 - -
baT 81 26 27 0,019 0,8907 18 10 2,286 0,1306 1,154 0,2828
BaT 12 2 3 0,200 0,6547 5 2 1,286 0,2568 - -
ETDT: df=7 p=0,3673 df=7 p=0,0028 p=0,3418
df=7




Tab. 14:  Transmission von VDR – Konditionierung für mütterliche und väterliche

























































































































































fat 5 2 1 0,333 0,5637 1 1 0,000 1,0000 - -
FAT 46 12 14 0,154 0,6949 7 13 1,800 0,1797 0,211 0,6458
FAt 64 17 13 0,533 0,4652 22 12 2,941 0,0863 0,161 0,6883
fAT 21 4 7 0,818 0,3657 2 8 3,600 0,0578 - -
fAt 39 11 9 0,200 0,6547 7 12 1,316 0,2513 0,665 0,4147
Fat 13 1 5 2,667 0,1025 1 6 3,571 0,0588 - -
faT 57 13 22 2,314 0,1282 13 9 0,727 0,3938 1,813 0,1781
FaT 71 25 14 3,103 0,0782 20 12 2,000 0,1573 0,012 0,9139
ETDT: df=7 p=0,1918 df=7 p=0,0070 p=0,3218
df=7
fbt 7 1 1 0,000 1,0000 1 4 1,800 0,1797 - -
FBT 24 6 4 0,400 0,5271 6 8 0,286 0,5930 0,171 0,6789
FBt 68 17 13 0,533 0,4652 24 14 2,632 0,1048 0,086 0,7691
fBt 37 12 9 0,429 0,5127 7 9 0,250 0,6171 0,226 0,6344
fBT 8 1 2 0,333 0,5637 2 3 0,200 0,6547 - -
Fbt 16 1 5 2,667 0,1025 3 7 1,600 0,2059 - -
fbT 72 17 27 2,273 0,1317 13 15 0,143 0,7055 0,167 0,6828
FbT 78 24 18 0,857 0,3545 20 16 0,444 0,5050 0,008 0,9296
ETDT: df=7 p=0,5351 df=7 p=0,3126 p=0,8955
df=7
fba 60 14 21 1,400 0,2367 15 10 1,000 0,3173 1,604 0,2054
FBA 67 21 13 1,882 0,1701 19 14 0,758 0,3841 0,010 0,9199
fBA 42 12 9 0,429 0,5127 9 12 0,429 0,5127 0,381 0,5371
FbA 47 9 13 0,727 0,3938 12 13 0,040 0,8415 0,038 0,8462
fbA 22 3 7 1,600 0,2059 2 10 5,333 0,0209 - -
fBa 3 1 2 0,333 0,5637 0 0 - - - -
Fba 65 22 16 0,947 0,3304 14 13 0,037 0,8474 0,053 0,8183
FBa 16 2 3 0,200 0,6547 6 5 0,091 0,7630 - -
ETDT: df=7 p=0,5255 df=7 p=0,2158 p=0,5869
df=7
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at 17 3 7 1,600 0,2059 1 6 3,571 0,0588 - -
AT 63 14 23 2,189 0,1390 6 20 7,538 0,0060 0,930 0,3349
aT 88 27 28 0,018 0,8927 23 10 5,121 0,0236 2,779 0,0955
At 82 30 16 4,261 0,0390 21 15 1,000 0,3173 0,167 0,6829
ETDT: df=3 p=0,0744 df=3 p=0,0004 p=0,1625
df=3
fa 64 15 23 1,684 0,1944 16 10 1,385 0,2393 2,191 0,1388
FA 91 28 24 0,308 0,5791 21 18 0,231 0,6310 0,045 0,8318
fA 58 14 15 0,034 0,8527 9 20 4,172 0,0411 1,153 0,2830
Fa 79 23 18 0,610 0,4349 20 18 0,105 0,7456 0,007 0,9338
ETDT: df=3 p=0,5815 df=3 p=0,1138 p=0,2042
df=3
ba 88 26 30 0,286 0,5930 19 13 1,125 0,2888 0,897 0,3436
BA 90 32 17 4,592 0,0321 20 21 0,024 0,8759 1,867 0,1718
bA 74 15 23 1,684 0,1944 15 21 1,000 0,3173 0,002 0,9643
Ba 20 3 6 1,000 0,3173 6 5 0,091 0,7630 - -
ETDT: df=3 p=0,1051 df=3 p=0,6524 p=0,3061
df=3
fb 78 18 28 2,174 0,1404 14 18 0,500 0,4795 0,030 0,8618
FB 84 23 16 1,256 0,2623 26 19 1,089 0,2967 0,012 0,9117
Fb 91 23 23 0,000 1,0000 23 22 0,022 0,8815 0,011 0,9172
fB 45 13 10 0,391 0,5316 9 13 0,727 0,3938 0,561 0,4538
ETDT: df=3 p=0,4407 df=3 p=0,6379 p=0,8726
df=3
bt 26 4 7 0,818 0,3657 5 10 1,667 0,1967 - -
BT 36 7 9 0,250 0,6171 7 13 1,800 0,1797 0,037 0,8485
bT 93 22 30 1,231 0,2673 22 19 0,220 0,6394 0,773 0,3792
Bt 85 31 18 3,449 0,0633 22 14 1,778 0,1824 0,001 0,9805
ETDT: df=3 p=0,2638 df=3 p=0,0785 p=0,7497
df=3
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FT 98 29 24 0,472 0,4922 24 21 0,200 0,6547 0,004 0,9471
ft 47 16 10 1,385 0,2393 8 13 1,190 0,2752 1,703 0,1919
Ft 76 17 18 0,029 0,8658 23 18 0,610 0,4349 0,180 0,6712
fT 73 18 28 2,174 0,1404 12 15 0,333 0,5637 0,040 0,8421
ETDT: df=3 p=0,3162 df=3 p=0,5443 p=0,4007
df=3
A9 7 34 27 0,803 0,3701 14 22 1,778 0,1824 1,941 0,1635
a9 7 27 34 0,803 0,3701 22 14 1,778 0,1824 1,941 0,1635
B1 0 5 34 22 2,571 0,1088 25 24 0,020 0,8864 0,643 0,4227
b1 0 5 22 34 2,571 0,1088 24 25 0,020 0,8864 0,643 0,4227
F1 0 5 32 27 0,424 0,5151 26 20 0,783 0,3763 0,001 0,9712
f1 0 5 27 32 0,424 0,5151 20 26 0,783 0,3763 0,001 0,9712
T9 7 21 33 2,667 0,1025 20 23 0,209 0,6473 0,300 0,5836
t9 7 33 21 2,667 0,1025 23 20 0,209 0,6473 0,300 0,5836




Tab. 14:  Transmission von VDR – Konditionierung für mütterliche und väterliche
Transmission (Teil D)
Mütterliche und väterliche Transmission
Der Vergleich der maternal vererbten Haplotypen mit den vom Vater transmittierten Haplotypen
ergab keine Unterschiede für „F“ (Chi²-Test: p=0,9712), „B“ (Chi²-Test: p=0,4227) und „T“
(Chi²-Test: p=0,5836). Das Allel „A“ wurde von Müttern häufiger als erwartet an die Patienten
vererbt (in 34 von 61 Fällen). Von Vätern hingegen wurde es seltener als erwartet (in 14 von 36
Fällen) an die Patienten transmittiert. Das Ergebnis des Chi²-Tests blieb dennoch nicht- signifi-
kant (p=0,1635).
Auch die Analyse der von ApaI abgeleiteten 2-Locus-Haplotypen ergab keinen signifikan-
ten Unterschied zwischen mütterlicher und väterlicher Transmission: ApaI/TaqI (ETDT-Diffe-
renztest: p=0,1625), BsmI/ApaI (ETDT-Differenztest: p=0,3061) und FokI/ApaI (ETDT-Diffe-
renztest: p=0,2042). Erwartungsgemäß verbesserte auch die Hinzunahme eines dritten Locus die
Aussagekraft der Analyse nicht. Die Fallzahlen der 4-Locus-Haplotypen waren –wie auch bei der








































































































































































































































FBAT 12 2 6 2 , 0 0 0 0 , 1 5 7 3 2 2 0 , 0 0 0 1 , 0 0 0 0 0 0 ------
FBAt 58 13 13 0,000 1,0000 21 7 7,000 0,0082 2 2 0,000 1,0000 2,621 0,1055 2,061 0,1512
fBAT 7 1 0 1,000 0,3173 1 3 1,000 0,3173 1 1 0,000 1,0000 - - - -
FbAT 36 8 8 0,000 1,0000 5 8 0,692 0,4054 3 4 0,143 0,7055 0,061 0,8057 0,069 0,7929
FBaT 9 2 1 0,333 0,5637 1 2 0,333 0,5637 3 0 3,000 0,0833 - - - -
FbaT 57 14 9 1,087 0,2971 16 9 1,960 0,1615 7 2 2,778 0,0956 0,006 0,9403 0,059 0,8079
FBat 6 0 2 2,000 0,1573 1 2 0,333 0,5637 0 1 1,000 0,3173 - - - -
fBaT 1 0 0 -- 0 1 1 , 0 0 0 0 , 3 1 7 3 0 0 ------
fBAt 32 8 5 0,692 0,4054 5 10 1,667 0,1967 2 2 0,000 1,0000 1,238 0,2659 1,029 0,3104
FbAt 7 0 1 1,000 0,3173 1 3 1,000 0,3173 2 0 2,000 0,1573 - - - -
fbAT 16 2 4 0,667 0,4142 3 6 1,000 0,3173 0 1 1,000 0,3173 - - - -
fbaT 49 9 6 0,600 0,4386 11 13 0,167 0,6831 3 7 1,600 0,2059 0,283 0,5948 0,821 0,3648
Fbat 7 0 3 3,000 0,0833 1 2 0,333 0,5637 0 1 1,000 0,3173 - - - -
fBat 2 0 0 -- 1 1 0 , 0 0 0 1 , 0 0 0 0 0 0 ------
fbAt 4 0 2 2,000 0,1573 0 0 - - 0 2 2,000 0,1573 - - - -
fbat 3 1 0 1 , 0 0 0 0 , 3 1 7 3 1 1 0 , 0 0 0 1 , 0 0 0 0 0 0 ------
ETDT: -- -- ------
BAT 21 2 8 3,600 0,0578 2 7 2,778 0,0956 1 1 0,000 1,0000 - - - -
bat 11 1 3 1,000 0,3173 2 4 0,667 0,4142 0 1 1,000 0,3173 - - - -
BAt 73 18 10 2,286 0,1306 25 12 4,568 0,0326 4 4 0,000 1,0000 0,000 0,9920 0,056 0,8123
bAT 55 11 13 0,167 0,6831 8 15 2,130 0,1444 3 5 0,500 0,4795 0,225 0,6352 0,250 0,6174
bAt 13 2 3 0,200 0,6547 3 3 0,000 1,0000 1 1 0,000 1,0000 - - - -
Bat 8 0 3 3,000 0,0833 2 2 0,000 1,0000 0 1 1,000 0,3173 - - - -
baT 74 18 12 1,200 0,2733 16 13 0,310 0,5775 8 7 0,067 0,7963 0,013 0,9110 0,051 0,8212
BaT 11 2 2 0,000 1,0000 1 3 1,000 0,3173 3 0 3,000 0,0833 - - - -
ETDT: df=7 p=0,0685 df=7 p=0,1238 df=7 p=0,3628 p=0,8069 p=0,7640
df=7 df=7
hohes Risiko (56) mittleres Risiko (69)
hoch zu mittel 
+ niedrig
hoch zu mittel niedriges Risiko (19)
Tab. 15:  Transmission von VDR – Konditionierung für HLA-DR/DQ-Haplotypen








































































































































































































































fat 5 1 0 1 , 0 0 0 0 , 3 1 7 3 2 2 0 , 0 0 0 1 , 0 0 0 0 0 0 ------
FAT 41 7 12 1,316 0,2513 5 10 1,667 0,1967 3 4 0,143 0,7055 0,022 0,8818 0,086 0,7692
FAt 60 13 14 0,037 0,8474 19 8 4,481 0,0343 4 2 0,667 0,4142 1,918 0,1661 1,278 0,2584
fAT 19 3 4 0,143 0,7055 2 7 2,778 0,0956 1 2 0,333 0,5637 - - - -
fAt 38 9 7 0,250 0,6171 6 10 1,000 0,3173 2 4 0,667 0,4142 0,502 0,4786 0,787 0,3752
Fat 13 0 5 5,000 0,0253 2 4 0,667 0,4142 0 2 2,000 0,1573 - - - -
faT 50 9 6 0,600 0,4386 11 14 0,360 0,5485 3 7 1,600 0,2059 0,427 0,5136 0,982 0,3218
FaT 68 16 10 1,385 0,2393 19 11 2,133 0,1441 10 2 5,333 0,0209 0,019 0,8901 0,139 0,7097
ETDT: df=7 p=0,0735 df=7 p=0,1374 df=7 p=0,2274 p=0,0621 p=0,1543
df=7 df=7
fbt 7 1 2 0,333 0,5637 1 1 0,000 1,0000 0 2 2,000 0,1573 - - - -
FBT 22 4 8 1,333 0,2482 3 4 0,143 0,7055 3 0 3,000 0,0833 - - - -
FBt 65 13 16 0,310 0,5775 23 8 7,258 0,0071 2 3 0,200 0,6547 4,230 0,0397 3,058 0,0803
fBt 36 9 5 1,143 0,2850 7 11 0,889 0,3458 2 2 0,000 1,0000 1,143 0,2850 1,052 0,3051
fBT 8 1 0 1,000 0,3173 1 4 1,800 0,1797 1 1 0,000 1,0000 - - - -
Fbt 15 0 5 5,000 0,0253 2 5 1,286 0,2568 2 1 0,333 0,5637 - - - -
fbT 65 12 10 0,182 0,6698 13 19 1,125 0,2888 3 8 2,273 0,1317 0,533 0,4652 1,147 0,2842
FbT 76 21 15 1,000 0,3173 16 14 0,133 0,7150 7 3 1,600 0,2059 0,025 0,8741 0,025 0,8736
ETDT: df=7 p=0,0600 df=7 p=0,1482 df=7 p=0,2031 p=0,0903 p=0,0412
df=7 df=7
fba 52 10 6 1,000 0,3173 12 14 0,154 0,6949 3 7 1,600 0,2059 0,507 0,4765 1,182 0,2770
FBA 63 12 16 0,571 0,4497 22 9 5,452 0,0196 2 2 0,000 1,0000 3,679 0,0551 3,216 0,0729
fBA 40 10 5 1,667 0,1967 6 13 2,579 0,1083 3 3 0,000 1,0000 2,854 0,0912 2,413 0,1204
FbA 44 8 9 0,059 0,8084 7 11 0,889 0,3458 5 4 0,111 0,7389 0,021 0,8837 0,020 0,8875
fbA 20 2 6 2,000 0,1573 3 6 1,000 0,3173 0 3 3,000 0,0833 - - - -
fBa 3 0 0 -- 1 2 0 , 3 3 3 0 , 5 6 3 7 0 0 ------
Fba 60 14 12 0,154 0,6949 16 10 1,385 0,2393 6 2 2,000 0,1573 0,079 0,7789 0,342 0,5586
FBa 14 2 4 0,667 0,4142 1 3 1,000 0,3173 3 1 1,000 0,3173 - - - -
ETDT: df=7 p=0,4902 df=7 p=0,0911 df=7 p=0,2914 p=0,1552 p=0,1276
df=7 df=7
hohes Risiko (56) mittleres Risiko (69)
hoch zu mittel 
+ niedrig
hoch zu mittel niedriges Risiko (19)
Tab. 15:  Transmission von VDR – Konditionierung für HLA-DR/DQ-Haplotypen








































































































































































































































at 17 16 3 , 571 0, 0588 3 5 0, 500 0, 4795 0 2 2, 000 0, 1573 - - - -
AT 59 10 18 2, 286 0, 1306 6 19 6, 760 0, 0093 2 4 0, 667 0, 4142 0, 394 0, 5302 0, 294 0, 5877
aT 75 20 14 1, 059 0, 3035 18 15 0, 273 0, 6015 4 4 0, 000 1, 0000 0, 011 0, 9150 0, 046 0, 8298
At 81 20 13 1, 485 0, 2230 24 12 4, 000 0, 0455 8 4 1, 333 0, 2482 0, 074 0, 7852 0, 105 0, 7465
ETDT: df =3 p=0, 0451 df =3 p=0, 0161 df =3 p=0, 3201 p=0, 6234 p=0, 7688
df =3 df =3
fa 56 11 6 1, 471 0, 2253 13 16 0, 310 0, 5775 3 7 1, 600 0, 2059 0, 994 0, 3188 1, 795 0, 1803
FA 83 16 21 0, 676 0, 4111 21 14 1, 400 0, 2367 6 5 0, 091 0, 7630 1, 407 0, 2356 1, 391 0, 2382
fA 56 11 10 0, 048 0, 8273 8 18 3, 846 0, 0499 3 6 1, 000 0, 3173 1, 445 0, 2293 1, 617 0, 2035
Fa 75 15 16 0, 032 0, 8575 19 13 1, 125 0, 2888 9 3 3, 000 0, 0833 0, 387 0, 5339 1, 162 0, 2811
ETDT: df =3 p=0, 6425 df =3 p=0, 1431 df =3 p=0, 2454 p=0, 1580 p=0, 0795
df =3 df =3
ba 79 19 15 0, 471 0, 4927 16 15 0, 032 0, 8575 7 7 0, 000 1, 0000 0, 009 0, 9236 0, 037 0, 8469
BA 84 15 13 0, 143 0, 7055 27 19 1, 391 0, 2382 5 5 0, 000 1, 0000 0, 036 0, 8495 0, 006 0, 9383
bA 68 13 16 0, 310 0, 5775 11 18 1, 690 0, 1936 4 6 0, 400 0, 5271 0, 071 0, 7897 0, 078 0, 7807
Ba 19 25 1 , 286 0, 2568 3 5 0, 500 0, 4795 3 1 1, 000 0, 3173 - - - -
ETDT: df =3 p=0, 5655 df =3 p=0, 4173 df =3 p=0, 6629 p=0, 9662 p=0, 8335
df =3 df =3
fb 70 12 11 0, 043 0, 8348 14 20 1, 059 0, 3035 3 10 3, 769 0, 0522 0, 299 0, 5845 1, 037 0, 3085
FB 78 14 21 1, 400 0, 2367 24 11 4, 829 0, 0280 5 3 0, 500 0, 4795 4, 663 0, 0308 4, 817 0, 0282
Fb 84 19 18 0, 027 0, 8694 18 18 0, 000 1, 0000 8 3 2, 273 0, 1317 0, 014 0, 9055 0, 020 0, 8873
fB 44 10 5 1, 667 0, 1967 8 15 2, 130 0, 1444 3 3 0, 000 1, 0000 2, 534 0, 1114 2, 222 0, 1361
ETDT: df =3 p=0, 5566 df =3 p=0, 0778 df =3 p=0, 1990 p=0, 0464 p=0, 0387
df =3 df =3
bt 24 27 2 , 778 0, 0956 5 7 0, 333 0, 5637 1 2 0, 333 0, 5637 - - - -
BT 34 41 0 2 , 571 0, 1088 4 11 3, 267 0, 0707 4 1 1, 800 0, 1797 - - - -
bT 87 18 12 1, 200 0, 2733 18 24 0, 857 0, 3545 7 8 0, 067 0, 7963 1, 429 0, 2320 1, 454 0, 2280
Bt 81 17 12 0, 862 0, 3532 29 14 5, 233 0, 0222 4 5 0, 111 0, 7389 0, 264 0, 6071 0, 037 0, 8483
ETDT: df =3 p=0, 0290 df =3 p=0, 0513 df =3 p=0, 4799 p=0, 3762 p=0, 2536
df =3 df =3
hohes  Ri siko  ( 56) m i t t l eres  Ri siko  (6 9 )
hoch  zu  mi t t el  
+  ni edrig
hoch  zu  mi t t el ni edriges  Ri siko  (1 9 )
Tab. 15:  Transmission von VDR – Konditionierung für HLA-DR/DQ-Haplotypen








































































































































































































































FT 94 22 20 0,095 0,7576 20 18 0,105 0,7456 10 4 2,571 0,1088 0,041 0,8401 0,094 0,7594
ft 45 10 7 0,529 0,4669 8 12 0,800 0,3711 4 4 0,000 1,0000 0,659 0,4170 0,535 0,4646
Ft 72 12 20 2,000 0,1573 21 10 3,903 0,0482 4 5 0,111 0,7389 4,625 0,0315 3,503 0,0612
fT 67 13 10 0,391 0,5316 11 20 2,613 0,1060 4 9 1,923 0,1655 1,591 0,2071 2,270 0,1319
ETDT: df=3 p=0,5168 df=3 p=0,1384 df=3 p=0,3857 p=0,0710 p=0,0903
df=3 df=3
A8 7 20 21 0,024 0,8759 18 18 0,000 1,0000 4 6 0,400 0,5271 0,015 0,9032 0,016 0,8997
a8 7 21 20 0,024 0,8759 18 18 0,000 1,0000 6 4 0,400 0,5271 0,015 0,9032 0,016 0,8997
B9 7 15 17 0,125 0,7237 29 22 0,961 0,3270 8 6 0,286 0,5930 0,438 0,5083 0,513 0,4737
b9 7 17 15 0,125 0,7237 22 29 0,961 0,3270 6 8 0,286 0,5930 0,438 0,5083 0,513 0,4737
F9 7 15 22 1,324 0,2498 28 15 3,930 0,0474 11 6 1,471 0,2253 3,894 0,0485 4,601 0,0319
f9 7 22 15 1,324 0,2498 15 28 3,930 0,0474 6 11 1,471 0,2253 3,894 0,0485 4,601 0,0319
T9 1 18 19 0,027 0,8694 15 28 3,930 0,0474 6 5 0,091 0,7630 1,039 0,3081 0,502 0,4787
t9 1 19 18 0,027 0,8694 28 15 3,930 0,0474 5 6 0,091 0,7630 1,039 0,3081 0,502 0,4787
hohes Risiko (56) mittleres Risiko (69)
hoch zu mittel 
+ niedrig
hoch zu mittel niedriges Risiko (19)
Tab. 15:  Transmission von VDR – Konditionierung für HLA-DR/DQ-Haplotypen
(Teil D)
HLA
Die erweiterten HLA-DR/DQ-Haplotypen waren von 144 Patienten verfügbar. 69 Patienten hat-
ten HLA-DR/DQ-Haplotypen, die ein hohes Typ 1 Diabetes-Risiko vermitteln, 56 Patienten
hatten Haplotypen mittleren und 19 Patienten HLA-Haplotypen niedrigen Risikos (zur Eintei-
lung der HLA-DR/DQ-Haplotypen siehe Kapitel 2.3.9). Von 17 Patienten waren keine HLA-
DR/DQ-Haplotypen bekannt.
Für die Allele „A“ und „B“ wurde in keiner der drei HLA-Gruppen eine Abweichung
von der erwarteten Transmissionshäufigkeit beobachtet. Auch zwischen den Gruppen (hohes Ri-
siko gegenüber mittlerem Risiko sowie hohes gegenüber kombiniertem mittlerem + niedrigem
Risiko) bestand kein signifikanter Unterschied. Das „T“ Allel wurde in der Gruppe mittleren
HLA-Risikos (15 von 43mal vererbt; p=0,0474) signifikant seltener als erwartet vererbt, während
es in der HLA-Hochrisikogruppe gleich oft vererbt und nicht vererbt wurde (18 von 37mal trans-
mittiert; p=0,8694). Obwohl das in der Geamtpopulation (TDT: p=0,1573) bestehende Verer-
bungsungleichgewicht damit ausschließlich durch die Abweichung in der Gruppe mittleren Risi-
kos bedingt war, bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den Subgruppen (hohes gegen-
über mittlerem Risiko; Chi²-Test: p=0,3081).
Das „F“ Allel wurde in der Hochrisiko-Gruppe seltener (15 von 37mal; TDT: p=0,2498)
und in der Gruppe mittleren Risikos signifikant häufiger (28 von 43mal; TDT: p=0,0474) als er-
wartet an Patienten vererbt. Hier war auch der Unterschied zwischen den Gruppen signifikant:
hohes gegenüber mittlerem Risiko (Chi²-Test: p=0,0485) und hohes gegenüber mittlerem + nied-
rigem Risiko (Chi²-Test: p=0,0319).
Dieser Unterschied zwischen den Subgruppen ließ sich auch bei den von FokI abgeleite-
ten 2-Locus-Haplotypen beobachten: FokI/BsmI (ETDT-Differenztest–  hohes gegenüber mittle-
rem Risiko: p=0,0464; hohes gegenüber mittlerem + niedrigem Risiko: p=0,0387), FokI/ApaI
(ETDT-Differenztest– hohes gegenüber  mittlerem + niedrigem Risiko: p=0,0795) undM.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
73
FokI/TaqI (ETDT-Differenztest–  hohes gegenüber mittlerem Risiko: p=0,0710). Dabei wurde
die Allele „FB“ (Chi²-Test: p=0,0282) bzw. „Ft“ (Chi²-Test: p=0,0315) signifikant seltener an Pa-
tienten der HLA-Hochrisikogruppe als an Patienten mittleren und niedrigen bzw. mittleren
HLA-Risikos vererbt.
Die Vererbung der 3-Locus-Haplotypen FokI/BsmI/TaqI differierte ebenfalls zwischen
den HLA-Subgruppen. Sowohl der Unterschied zwischen den Gruppen hohen und des kombi-
nierten mittleren + niedrigen Risikos (ETDT-Differenztest: p=0,0412) als auch die Differenz
zwischen der Hoch- und der Niedrigrisikogruppe (ETDT-Differenztest: p=0,0354) waren signifi-
kant. „FBt“ wurde signifikant seltener an Patienten hohen HLA-Risikos als an Patienten mittleren
HLA-Risikos transmittiert (Chi²-Test: p=0,0397). Die Analyse der 4-Locus-Haplotypen war nicht







































































































































































































































FBAT 9 12 0 , 333 0, 5637 3 2 0, 200 0, 6547 0 1 1, 000 0, 3173 - - - -
FBAt 44 63 1 , 000 0, 3173 12 9 0, 429 0, 5127 6 8 0, 286 0, 5930 - - - -
fBAT 5 00 - - 02 2 , 000 0, 1573 2 1 0, 333 0, 5637 - - - -
FbAT 30 21 0 , 333 0, 5637 6 10 1, 000 0, 3173 5 6 0, 091 0, 7630 - - - -
FBaT 5 01 1 , 000 0, 3173 2 2 0, 000 1, 0 0 0 0 0 0 ------
FbaT 51 43 0 , 143 0, 7055 17 10 1, 815 0, 1779 12 5 2, 882 0, 0896 - - - -
FBat 5 00 - - 13 1 , 000 0, 3173 0 1 1, 000 0, 3173 - - - -
fBaT 1 01 1 , 000 0, 3 1 7 3 0 0 -- 0 0 ------
fBAt 29 13 1 , 000 0, 3173 6 6 0, 000 1, 0000 8 5 0, 692 0, 4054 - - - -
FbAt 6 00 - - 22 0 , 000 1, 0000 1 1 0, 000 1, 0000 - - - -
fbAT 12 03 3 , 000 0, 0833 3 2 0, 200 0, 6547 1 3 1, 000 0, 3173 - - - -
fbaT 42 41 1 , 800 0, 1797 13 10 0, 391 0, 5316 5 9 1, 143 0, 2850 - - - -
Fbat 6 00 - - 04 4 , 000 0, 0455 1 1 0, 000 1, 0000 - - - -
fBat 1 00 - - 01 1 , 000 0, 3 1 7 3 0 0 ------
fbAt 3 00 - - 02 2 , 000 0, 1573 0 1 1, 000 0, 3173 - - - -
fbat 3 00 - - 11 0 , 000 1, 0000 1 0 1, 000 0, 3173 - - - -
ETDT: -- -- ------
BAT 18 12 0 , 333 0, 5637 3 9 3, 000 0, 0833 1 2 0, 333 0, 5637 - - - -
bat 10 01 1 , 000 0, 3173 1 5 2, 667 0, 1025 2 1 0, 333 0, 5637 - - - -
BAt 62 75 0 , 333 0, 5637 20 13 1, 485 0, 2230 10 7 0, 529 0, 4669 0, 127 0, 7216 0, 049 0, 8243
bAT 41 13 1 , 000 0, 3173 10 12 0, 182 0, 6698 6 9 0, 600 0, 4386 - - - -
bAt 11 00 - - 64 0 , 400 0, 5271 0 1 1, 000 0, 3173 - - - -
Bat 6 00 - - 14 1 , 800 0, 1797 0 1 1, 000 0, 3173 - - - -
baT 60 62 2 , 000 0, 1573 18 12 1, 200 0, 2733 12 10 0, 182 0, 6698 - - - -
BaT 8 02 2 , 000 0, 1573 2 2 0, 000 1, 0000 1 1 0, 000 1, 0000 - - - -
ETDT: - - df =7 p=0, 0489 df =7 p=0, 6545 - - - -
CTLA4  GG  ( 22) C TLA 4  AG  (5 7 )
GG  zu  AG  + 
AA
GG  zu  AA CTLA4   AA  (3 1 )
Tab. 16:  Transmission von VDR – Konditionierung für CTLA4 Exon 1-Genotypen








































































































































































































































fat 4 0 0 - - 1 2 0,333 0,5637 1 0 1,000 0,3173 - - - -
FAT 36 3 3 0,000 1,0000 7 11 0,889 0,3458 5 7 0,333 0,5637 - - - -
FAt 45 6 3 1,000 0,3173 12 10 0,182 0,6698 6 8 0,286 0,5930 - - - -
fAT 13 0 3 3,000 0,0833 2 3 0,200 0,6547 2 3 0,200 0,6547 - - - -
fAt 32 1 3 1,000 0,3173 6 8 0,286 0,5930 8 6 0,286 0,5930 - - - -
Fat 11 0 0 - - 1 7 4,500 0,0339 1 2 0,333 0,5637 - - - -
faT 43 4 2 0,667 0,4142 13 10 0,391 0,5316 5 9 1,143 0,2850 - - - -
FaT 58 4 4 0,000 1,0000 21 12 2,455 0,1172 12 5 2,882 0,0896 - - - -
ETDT: - - df=7 p=0,1416 df=7 p=0,6580 - - - -
fbt 6 0 0 - - 1 3 1,000 0,3173 1 1 0,000 1,0000 - - - -
FBT 15 1 3 1,000 0,3173 5 4 0,111 0,7389 0 2 2,000 0,1573 - - - -
FBt 50 7 3 1,600 0,2059 13 12 0,040 0,8415 6 9 0,600 0,4386 - - - -
fBt 30 1 3 1,000 0,3173 6 7 0,077 0,7815 8 5 0,692 0,4054 - - - -
fBT 6 0 1 1,000 0,3173 0 2 2,000 0,1573 2 1 0,333 0,5637 - - - -
Fbt 13 0 0 - - 2 7 2,778 0,0956 2 2 0,000 1,0000 - - - -
fbT 52 5 4 0,111 0,7389 14 11 0,360 0,5485 6 12 2,000 0,1573 - - - -
FbT 66 5 5 0,000 1,0000 20 15 0,714 0,3980 14 7 2,333 0,1266 - - - -
ETDT: - - df=7 p=0,2659 df=7 p=0,5431 - - - -
fba 45 4 1 1,800 0,1797 14 11 0,360 0,5485 6 9 0,600 0,4386 - - - -
FBA 52 6 4 0,400 0,5271 14 11 0,360 0,5485 7 10 0,529 0,4669 - - - -
fBA 34 1 3 1,000 0,3173 6 8 0,286 0,5930 10 6 1,000 0,3173 - - - -
FbA 37 2 1 0,333 0,5637 9 12 0,429 0,5127 6 7 0,077 0,7815 - - - -
fbA 15 0 3 3,000 0,0833 3 4 0,143 0,7055 1 4 1,800 0,1797 - - - -
fBa 2 0 1 1 , 0 0 0 0 , 3 1 7 3 0 1 1 , 0 0 0 0 , 3 1 7 3 0 0 ------
Fba 53 4 3 0,143 0,7055 16 13 0,310 0,5775 12 5 2,882 0,0896 - - - -
FBa 10 0 1 1,000 0,3173 3 5 0,500 0,4795 0 1 1,000 0,3173 - - - -
ETDT: d f = 7 p = 0 , 2 3 4 2 d f = 7 p = 0 , 8 2 6 9 ------
CTLA4 GG (22) CTLA4 AG (57) CTLA4 AA (31) GG zu AA
GG zu AG + 
AA
Tab. 16:  Transmission von VDR – Konditionierung für CTLA4 Exon 1-Genotypen








































































































































































































































at 14 0 1 1,000 0,3173 1 8 5,444 0,0196 2 2 0,000 1,0000 - - - -
AT 46 1 4 1,800 0,1797 9 18 3,000 0,0833 5 9 1,143 0,2850 - - - -
aT 66 5 3 0,500 0,4795 22 14 1,778 0,1824 12 10 0,182 0,6698 - - 0,030 0,8616
At 64 7 5 0,333 0,5637 22 14 1,778 0,1824 9 7 0,250 0,6171 0,076 0,7828 0,060 0,8068
ETDT: df=3 p=0,3115 df=3 p=0,0091 df=3 p=0,7313 p=0,6693 p=0,8361
df=3 df=3
fa 47 4 2 0,667 0,4142 14 12 0,154 0,6949 6 9 0,600 0,4386 - - - -
FA 63 7 4 0,818 0,3657 15 17 0,125 0,7237 8 12 0,800 0,3711 0,782 0,3765 0,703 0,4017
fA 45 1 6 3,571 0,0588 8 11 0,474 0,4913 10 9 0,053 0,8185 - - - -
Fa 65 4 4 0,000 1,0000 21 18 0,231 0,6310 12 6 2,000 0,1573 - - - -
ETDT: df=3 p=0,1971 df=3 p=0,8474 df=3 p=0,5204 p=0,1576 p=0,2427
df=3 df=3
ba 65 6 3 1,000 0,3173 19 16 0,257 0,6121 12 9 0,429 0,5127 - - - -
BA 71 6 5 0,091 0,7630 20 20 0,000 1,0000 11 9 0,200 0,6547 0,125 0,7242 0,023 0,8787
bA 53 1 3 1,000 0,3173 17 16 0,030 0,8618 6 10 1,000 0,3173 - - - -
Ba 13 0 2 2,000 0,1573 3 7 1,600 0,2059 0 1 1,000 0,3173 - - - -
ETDT: df=3 p=0,2493 df=3 p=0,6253 df=3 p=0,3794 p=0,9615 p=0,6014
df=3 df=3
fb 56 5 4 0,111 0,7389 14 13 0,037 0,8474 7 13 1,800 0,1797 - - - -
FB 60 7 5 0,333 0,5637 16 15 0,032 0,8575 6 11 1,471 0,2253 0,722 0,3955 0,204 0,6512
Fb 74 5 5 0,000 1,0000 21 20 0,024 0,8759 15 8 2,130 0,1444 - - - -
fB 36 1 4 1,800 0,1797 6 9 0,600 0,4386 10 6 1,000 0,3173 - - - -
ETDT: df=3 p=0,5478 df=3 p=0,8939 df=3 p=0,3166 p=0,2667 p=0,4979
df=3 df=3
bt 22 0 1 1,000 0,3173 7 10 0,529 0,4669 2 2 0,000 1,0000 - - - -
BT 26 1 4 1,800 0,1797 5 12 2,882 0,0896 1 3 1,000 0,3173 - - - -
bT 69 6 5 0,091 0,7630 20 14 1,059 0,3035 12 12 0,000 1,0000 0,013 0,9089 0,019 0,8918
Bt 67 8 5 0,692 0,4054 20 16 0,444 0,5050 10 8 0,222 0,6374 0,001 0,9712 0,006 0,9367
ETDT: df=3 p=0,3458 df=3 p=0,1603 df=3 p=0,7357 p=0,7673 p=0,8358
df=3 df=3
CTLA4 GG (22) CTLA4 AG (57)
GG zu AG + 
AA
GG zu AA CTLA4 AA (31)
Tab. 16:  Transmission von VDR – Konditionierung für CTLA4 Exon 1-Genotypen








































































































































































































































FT 78 6 8 0,286 0,5930 24 18 0,857 0,3545 13 9 0,727 0,3938 0,371 0,9462 0,522 0,4700
ft 38 1 3 1,000 0,3173 8 10 0,222 0,6374 10 6 1,000 0,3173 0,619 0,8921 0,279 0,5971
Ft 54 7 3 1,600 0,2059 11 16 0,926 0,3359 7 10 0,529 0,4669 1,100 0,7771 1,727 0,1888
fT 52 5 5 0,000 1,0000 13 12 0,040 0,8415 6 11 1,471 0,2253 - - 0,007 0,9353
ETDT: df=3 p=0,4519 df=3 p=0,6732 df=3 p=0,5034 p=0,2635 p=0,2636
df=3
A7 2 4 5 0,111 0,7389 20 21 0,024 0,8759 10 12 0,182 0,6698 0,120 0,7291 0,032 0,8585
a7 2 5 4 0,111 0,7389 21 20 0,024 0,8759 12 10 0,182 0,6698 0,120 0,7291 0,032 0,8585
B7 7 5 6 0,091 0,7630 20 24 0,364 0,5465 11 11 0,000 1,0000 0,015 0,9019 0,054 0,8157
b7 7 6 5 0,091 0,7630 24 20 0,364 0,5465 11 11 0,000 1,0000 0,015 0,9019 0,054 0,8157
F7 3 8 5 0,692 0,4054 19 18 0,027 0,8694 12 11 0,043 0,8348 0,038 0,8462 0,116 0,7336
f7 3 5 8 0,692 0,4054 18 19 0,027 0,8694 11 12 0,043 0,8348 0,038 0,8462 0,116 0,7336
T7 3 5 6 0,091 0,7630 20 21 0,024 0,8759 9 12 0,429 0,5127 - - 0,061 0,8049
t7 3 6 5 0,091 0,7630 21 20 0,024 0,8759 12 9 0,429 0,5127 - - 0,061 0,8049
CTLA4 GG (22) CTLA4 AG (57) CTLA4 AA (31) GG zu AA
GG zu AG + 
AA
Tab. 16:  Transmission von VDR – Konditionierung für CTLA4 Exon 1-Genotypen
(Teil D)
CTLA4
Von 110 Patienten war der CTLA4 Exon 1-Genotyp bekannt. 22 Patienten waren homozygot
„GG“, 57 Patienten waren heteroyzgot „AG“ und 31 Patienten besaßen den CTLA4 Exon 1-Ge-
notyp „AA“ (siehe Tabelle 16, Teile A-D).
Die Transmission der einzelnen Polymorphismen FokI, BsmI, ApaI und TaqI zeigte in kei-
ner der drei Subgruppen eine Abweichung von den erwarteten Werten, und zwischen den
CTLA4-Genotypen bestand ebenfalls kein signifikanter Unterschied. Die Analyse der 2-Locus-
Haplotypen mit Hilfe des ETDT-Differenztests erbrachte ebenfalls keine signifikanten Ergeb-
nisse. Im Vergleich zu den zuvor beschriebenen Subgruppenanalysen waren die Fallzahlen der
CTLA4-Konditionierung deutlich geringer. Dies spiegelte sich darin wider, daß eine Auswertung
der 3- und 4-Locus-Haplotypen nicht möglich war.M.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
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3.2 Polymorphismen des Vitamin D bindenden Proteins





































































































  11 1f 00 , 0    8 1f 33 6,7
  11 1s 00 , 0    8 1s 263 53,0
  11 2 00 , 0    8 2 137 27,6
  10 1f 41 8,3    6 1f 20 , 4
  10 1s 81 , 6    6 1s 11 2,2
  10 2 10 , 2    6 2 00 , 0
Tab. 17: DBP – Verteilung der Haplotypen in der untersuchten Population
Innerhalb des DBP-Gens sind 3 Polymorphismen bekannt. Der HaeIII- und der StyI-Polymor-
phismus liegen in Exon 11 nur 12 Basenpaare auseinander. Sie konstituieren die Allele „1f“, „1s“
und „2“ (siehe Kapitel 2.3.4; Tabellen 7 + 8). Vom (TAAA)n-Polymorphismus in Intron 8 existie-
ren die Allele „6“, „8“, „10“ und „11“. In der hier untersuchten Population wurde das Allel „11“
nicht beobachtet. Zwischen den Exon 11- und Intron 8-Allelen bestand ein deutliches Linkage
Disequilibrium, das allerdings geringer als das Linkage Disequilibrium zwischen den 3'-VDR-Po-
lymorphismen ausgeprägt war: D10_1f= 0,0954 ±  0,0132; D10 1s= -0,0564 ±  0,0109; D8_1f= -0,0939
±  0,0133 und D8 1s= 0,0554 ±  0,0119
¶.
87,3% der DBP-Haplotypen der untersuchten Population leiteten sich vom Allel „8“ des
Intron 8-Polymorphismus ab, wohingegen die Allele „10“ (10,1%) und „6“ (2,6%) nur sehr selten
auftraten. „8 1s“ machte mehr die Hälfte (53,0%) der beobachteten  Haplotypen aus; es folgte „8
2“ mit einer Häufigkeit von 27,6%. Die übrigen 7 beobachteten Haplotypen konstituierten damit
nur rund ein Viertel der Allele der untersuchten Population (siehe auch Tabelle 17).
                                                
¶ Wie in Kapitel 2.3.10 angesprochen ist zur Beschreibung bei multiallelischen Markern mehr als ein Linkage Dise-
quilibrium (D) nötig. Im obigen Fall (zwei tri-allelische Marker) benötigt man vier D-Werte. Die übrigen Werte erge-
ben sich aus der Auflösung der Gleichungssysteme (in diesem Fall 2 Gleichungssysteme mit je 3 Unbekannten). Ne-
ben den 2 angegebenen D-Werten ermöglicht die Tatsache, daß die Summe der Allelhäufigkeiten „1“ ergibt, die Be-
rechnung jedes weiteren Linkage Disequilibriums.M.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
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10 1f 44 11 16 0,926 0,3359 10 7 0,529 0,4669 0,739 0,3901
10 1s 9 2 6 2,000 0,1573 0 1 1,000 0,3173 - -
10 2 2 0 1 1,000 0,3173 0 1 1,000 0,3173 - -
  8 1f 37 7 15 2,909 0,0881 6 9 0,600 0,4386 0,026 0,8719
  8 1s 146 49 44 0,269 0,6041 28 25 0,170 0,6803 0,024 0,8761
  8 2 114 45 37 0,780 0,3770 16 16 0,000 1,0000 0,068 0,7947
  6 1f 4 2 0 2,000 0,1573 0 2 2,000 0,1573 - -
  6 1s 17 7 4 0,818 0,3657 3 3 0,000 1,0000 - -
  6 2 1 00- - 10 1 , 0 0 0 0 , 3 1 7 3 - -
ETDT: df=8 p=0,1059 df=8 p=0,4263 p=0,3551
df=8
10 59 14 22 1,778 0,1824 11 12 0,043 0,8348 0,166 0,6837
87 3 24 21 0,200 0,6547 15 13 0,143 0,7055 0,049 0,8248
62 29 4 1,923 0,1655 4 5 0,111 0,7389 - -
ETDT: df=2 p=0,1773 df=2 p=0,9150 p=0,4218
df=2
1f 87 25 29 0,296 0,5862 16 17 0,030 0,8618 0,001 0,9822
1s 164 55 54 0,009 0,9237 28 27 0,018 0,8927 0,012 0,9117
21 2 1 46 43 0,101 0,7505 16 16 0,000 1,0000 0,002 0,9662
ETDT: df=2 p=0,8594 df=2 p=0,9846 p=0,9793
df=2
Vererbung an Patienten (161)




Tab. 18:  Transmission von DBP an Patienten und gesunde Geschwister
Weder für die Allele des Exon 11-Polymorphismus (ETDT: p=0,8594) noch für die Allele des
Intron 8-Polymorphismus (ETDT: p=0,1773) bestand ein signifikantes Vererbungsungleichge-
wicht. Die Betrachtung der kombinierten Intron 8-Exon 11-Haplotypen verbesserte die Aussage-
kraft der Analyse geringfügig (ETDT: p=0,1059), aber auch hier wichen die Transmissionshäufig-
keiten nicht signifikant von den erwarteten Werten ab. Das Allel „8 1f“ wurde in 7 von 22 Fällen
seines Auftretens vererbt (TDT: p=0,0881).M.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
79
3.2.3 Vererbung an gesunde Geschwister
Die Vererbung der DBP-Haplotypen an gesunde Geschwister wich in keinem Fall signifikant von
der erwarteten Häufigkeit ab (ETDTs: p≥ 0,4263). Es bestand ferner kein Unterschied zur Verer-

























































































































































10 1f 27 6 8 0,286 0,5930 5 8 0,692 0,4054 0,026 0,8731
10 1s 8 2 3 0,200 0,6547 0 3 3,000 0,0833 - -
10 2 1 0 1 1,000 0,3173 0 0 - - - -
  8 1f 22 4 10 2,571 0,1088 3 5 0,500 0,4795 - -
  8 1s 92 22 24 0,087 0,7681 26 20 0,783 0,3763 0,392 0,5312
  8 2 81 25 16 1,976 0,1599 20 20 0,000 1,0000 0,593 0,4411
  6 1f 2 1 0 1,000 0,3173 1 0 1,000 0,3173 - -
  6 1s 11 3 1 1,000 0,3173 4 3 0,143 0,7055 - -
  6 2 0 00- - 00- - - -
ETDT: -- ----
10 36 8 11 0,474 0,4913 6 11 1,471 0,2253 0,006 0,9393
84 5 12 12 0,000 1,0000 12 9 0,429 0,5127 0,032 0,8574
61 34 1 1,800 0,1797 5 3 0,500 0,4795 - -
ETDT: df=2 p=0,3008 df=2 p=0,4681 p=0,5964
df=2
1f 54 11 16 0,926 0,3359 14 13 0,037 0,8474 0,298 0,5851
1s 109 25 27 0,077 0,7815 30 27 0,158 0,6911 0,080 0,7773
28 9 24 17 1,195 0,2743 22 26 0,333 0,5637 0,966 0,3257
ETDT: df=2 p=0,4218 df=2 p=0,5907 p=0,2942
df=2




Tab. 19:  Transmission von DBP – Konditionierung für das Geschlecht der
PatientenM.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
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Geschlecht der Patienten
Wie bereits für den Vitamin D Rezeptor wurde die Transmission der DBP-Haplotypen an Jungen
(87 Patienten) und Mädchen (74 Patienten) miteinander verglichen. Für keines der untersuchten
Allele bestand in einer der beiden Gruppen ein signifikantes Vererbungsungleichgewicht. Weder
die Transmission der Intron 8-Allele (ETDT-Differenztest: p=0,5964) noch die Transmission der
Exon 11-Allele (ETDT-Differenztest: p=0,2942) unterschied sich zwischen weiblichen und
männlichen Patienten. Lediglich das Exon 11-Allel „2“ wurde in der Gruppe der Mädchen häufi-
ger (24 von 41mal transmittiert) und in der Gruppe der Jungen seltener (22 von 48mal transmit-
tiert) als erwartet vererbt –der Unterschied war aber auch hier nicht signifikant (Chi²-Test:
p=0,3257).
Aufgrund der zu geringen Fallzahlen war der ETDT-Vergleich der Subgruppen für die
























































































































































10 1f 24 6 7 0,077 0,7815 3 8 2,273 0,1317 - -
10 1s 7 2 4 0,667 0,4142 0 1 1,000 0,3173 - -
10 2 1 0 1 1,000 0,3173 0 0 - - - -
  8 1f 20 2 9 4,455 0,0348 4 5 0,111 0,7389 - -
  8 1s 80 24 18 0,857 0,3545 22 16 0,947 0,3304 0,025 0,8741
  8 2 67 19 16 0,257 0,6121 16 16 0,000 1,0000 0,011 0,9157
  6 1f 2 0 0 - - 2 0 2,000 0,1573 - -
  6 1s 7 2 0 2,000 0,1573 2 3 0,200 0,6547 - -
  6 2 0 00- -00- - - -
ETDT: -- -- - -
10 32 8 11 0,474 0,4913 4 9 1,923 0,1655 0,078 0,7804
83 9 11 10 0,048 0,8273 11 7 0,889 0,3458 0,050 0,8225
692 0 2,000 0,1573 4 3 0,143 0,7055 - -
ETDT: df=2 p=0,1980 df=2 p=0,3626 p=0,3040
df=2
1f 46 10 15 1,000 0,3173 9 12 0,429 0,5127 0,011 0,9168
1s 89 28 22 0,720 0,3961 21 18 0,231 0,6310 0,000 0,9920
27 1 19 20 0,026 0,8728 16 16 0,000 1,0000 0,017 0,8957
ETDT: df=2 p=0,5591 df=2 p=0,7930 p=0,9748
df=2
Alter bei Erstdiagnose größer 
8 Jahre (61)
Alter bei Erstdiagnose 
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Alter bei Erkrankungsbeginn
Die Konditionierung für das Alter der Patienten bei Erkrankungsbeginn erfolgte analog zur ent-
sprechenden Analyse der VDR-Haplotypen. Die Transmission der DBP-Allele an Patienten, die
bei Erkrankungsbeginn ≤  8 Jahre alt waren (63 Individuen),  wurde mit der Transmission an Pa-
tienten verglichen, die bei Erkrankungsbeginn >  8 Jahre alt waren (61 Individuen).
Weder die Transmission der Intron 8-Allele (ETDT-Differenztest: p=0,3040) noch die
Transmission der Exon 11-Allele (ETDT-Differenztest: p=0,9748) unterschied sich zwischen
weiblichen und männlichen Patienten. Die Fallzahlen der kombinierten Intron 8-Exon 11-Haplo-
























































































































































10 1f 27 4 7 0,818 0,3657 7 9 0,250 0,6171 - -
10 1s 8 1 2 0,333 0,5637 1 4 1,800 0,1797 - -
10 2 1 0 0 - - 0 1 1,000 0,3173 - -
  8 1f 22 4 9 1,923 0,1655 3 6 1,000 0,3173 - -
  8 1s 93 20 25 0,556 0,4561 29 19 2,083 0,1489 1,779 0,1822
  8 2 82 28 18 2,174 0,1404 17 19 0,111 0,7389 1,018 0,3130
  6 1f 2 2 0 2,000 0,1573 0 0 - - - -
  6 1s 11 4 2 0,667 0,4142 3 2 0,200 0,6547 - -
  6 2 0 00- -00- - --
ETDT: -- ----
10 36 5 8 0,692 0,4054 9 14 1,087 0,2971 0,100 0,7517
84 59 10 0,053 0,8185 15 11 0,615 0,4328 0,147 0,7016
61 36 2 2,000 0,1573 3 2 0,200 0,6547 - -
ETDT: df=2 p=0,2056 df=2 p=0,4135 p=0,8306
df=2
1f 54 11 14 0,360 0,5485 14 15 0,034 0,8527 0,002 0,9681
1s 110 27 31 0,276 0,5994 29 23 0,692 0,4054 0,600 0,4387
29 0 29 22 0,961 0,3270 17 22 0,641 0,4233 1,072 0,3004
ETDT: df=2 p=0,2207 df=2 p=0,4500 p=0,3905
df=2




Tab. 21:  Transmission von DBP – Konditionierung für mütterliche und väterliche
TransmissionM.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
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Mütterliche und väterliche Transmission
Auch die Vererbung mütterlicher und väterlicher DBP-Allele an Patienten wurde separat betrach-
tet (siehe Tabelle 21, Teile A-D). In keiner der beiden Subgruppen bestand ein signifikantes Ver-
erbungsungleichgewicht für Exon 11-, Intron 8- oder kombinierte Haplotypen.
Weder die Transmission der Intron 8-Allele (ETDT-Differenztest: p=0,8306) noch die
Transmission der Exon 11-Allele (ETDT-Differenztest: p=0,3905) unterschied sich bei mütterli-
chen und väterlichen Allelen voneinander. Die Fallzahlen der kombinierten Intron 8-Exon 11-







































































































































































































































10 1f 27 4 5 0,111 0,7389 4 9 1,923 0,1655 3 2 0,200 0,6547 - - - -
10 1s 7 1 1 0,000 1,0000 1 4 1,800 0,1797 0 0 - - - - - -
10 2 1 0 1 1,000 0,3173 0 0 - - 0 0 - - - - - -
  8 1f 21 2 6 2,000 0,1573 2 7 2,778 0,0956 2 2 0,000 1,0000 - - - -
  8 1s 89 18 16 0,118 0,7316 22 17 0,641 0,4233 6 10 1,000 0,3173 0,004 0,9508 0,001 0,9748
  8 2 78 20 13 1,485 0,2230 20 17 0,243 0,6219 5 3 0,500 0,4795 0,097 0,7558 0,046 0,8305
  6 1f 3 0 1 1,000 0,3173 1 0 0,000 1,0000 1 0 1,000 0,3173 - - - -
  6 1s 10 1 3 1,000 0,3173 5 1 2,667 0,1025 0 0 - - - - - -
  6 2 0 0 0 -- 0 0 -- 0 0 ------
ETDT: -- -- ------
10 33 5 7 0,333 0,5637 4 12 4,000 0,0455 3 2 0,200 0,6547 - - - -
84 1 10 6 1,000 0,3173 11 8 0,474 0,4913 2 4 0,667 0,4142 0,005 0,9448 0,114 0,7352
61 2 1 3 1,000 0,3173 6 1 3,571 0,0588 1 0 1,000 0,3173 - - - -
ETDT: df=2 p=0,5702 df=2 p=0,0300 df=2 p=0,4525 p=0,0923 p=0,0922
df=2 df=2
1f 48 5 10 1,667 0,1967 7 16 3,522 0,0606 7 3 1,600 0,2059 - - 0,078 0,7806
1s 92 15 15 0,000 1,0000 25 19 0,818 0,3657 6 12 2,000 0,1573 0,116 0,7336 0,050 0,8239
27 6 18 13 0,806 0,3692 20 17 0,243 0,6219 5 3 0,500 0,4795 0,008 0,9310 0,000 0,9862
ETDT: df=2 p=0,5634 df=2 p=0,2070 df=2 p=0,3412 p=0,3904 p=0,7453
df=2 df=2
hohes Risiko (56) hoch zu mittel
hoch zu mittel 
+ niedrig
niedriges Risiko (19) mittleres Risiko (69)
Tab. 22:  Transmission von DBP – Konditionierung für HLA-DR/DQ-HaplotypenM.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
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HLA
Analog zur Auswertung der VDR-Daten, erfolgte auch die TDT-/ETDT-Analyse der DBP-Hap-
lotypen entsprechend der HLA-DR/DQ-Haplotypen. Die erweiterten HLA-DR/DQ-Haploty-
pen von 144 Patienten waren bekannt. 69 Patienten hatten HLA-DR/DQ-Haplotypen, die ein
hohes Typ 1 Diabetes-Risiko vermitteln, 56 Patienten hatten Haplotypen mittleren und 19 Pa-
tienten besaßen HLA-Haplotypen niedrigen Risikos (zur Einteilung der HLA-DR/DQ-Haploty-
pen siehe Kapitel 2.3.9). Von 17 Patienten waren keine HLA-DR/DQ-Haplotypen verfügbar.
Das Exon 11-Allel „1f“ wurde in der HLA-Hochrisikogruppe 5 von 15mal (TDT:
p=0,1967) und in der Gruppe mittleren HLA-Risikos 7 von 23mal (TDT: p=0,0606) transmit-
tiert. Für beide Gruppen zusammen ergab sich ein signifikantes Vererbungsungleichgewicht des
„1f“ Allels (12 von 38mal transmittiert; TDT: p=0,0231). ETDT und ETDT-Differenztest für die
Exon 11-Haplotypen insgesamt waren jedoch nicht signifikant.
Für die Intron 8-Haplotypen bestand in der Gruppe mit mittlerem HLA-Risiko ein signi-
fikantes Vererbungsungleichgewicht (ETDT: p=0,0300), wobei das Allel „10“ seltener (4 von
16mal; TDT: p=0,0455) und das Allel „6“ häufiger (6 von 7mal; TDT: p=0,0588) als erwartet
transmittiert wurde. Die ETDT-Differenztests für die Intron 8-Haplotypen waren allerdings








































































































































































































































10 1f 17 0 1 1,000 0,3173 4 7 0,818 0,3657 2 3 0,200 0,6547 - - - -
10 1s 6 0 2 2,000 0,1573 0 3 3,000 0,0833 1 0 1,000 0,3173 - - - -
10 2 1 00 - - 00 - - 01 1 , 0 0 0 0 , 3 1 7 3 - - - -
  8 1f 19 1 1 0,000 1,0000 3 9 3,000 0,0833 3 2 0,200 0,6547 - - - -
  8 1s 74 9 4 1,923 0,1655 21 20 0,024 0,8759 10 10 0,000 1,0000 0,536 0,4643 0,815 0,3666
  8 2 61 5 7 0,333 0,5637 20 14 1,059 0,3035 8 7 0,067 0,7963 0,046 0,8295 0,411 0,5215
  6 1f 2 1 0 1,000 0,3173 1 0 1,000 0,3173 0 0 - - - - - -
  6 1s 9 0 1 1,000 0,3173 6 2 2,000 0,1573 0 1 1,000 0,3173 - - - -
  6 2 0 0 0 -- 0 0 -- 0 0 ------
ETDT: - - - - - - ----
10 24 0 3 3,000 0,0833 4 10 2,571 0,1088 3 4 0,143 0,7055 - - - -
83 2 4 1 1,800 0,1797 10 9 0,053 0,8185 5 3 0,500 0,4795 - - - -
61 2 1 1 0,000 1,0000 7 2 2,778 0,0956 0 1 1,000 0,3173 - - - -
ETDT: df=2 p=0,1251 df=2 p=0,0897 df=2 p=0,4664 p=0,1573 p=0,2802
df=2 df=2
1f 38 2 2 0,000 1,0000 8 16 2,667 0,1025 6 4 0,400 0,5271 - - - -
1s 78 7 5 0,333 0,5637 24 21 0,200 0,6547 11 10 0,048 0,8273 0,001 0,9735 0,001 0,9805
26 4 5 7 0,333 0,5637 20 15 0,714 0,3980 7 10 0,529 0,4669 0,127 0,7216 0,103 0,7487
ETDT: df=2 p=0,8330 df=2 p=0,2302 df=2 p=0,6825 p=0,9216 p=0,8106
df=2 df=2
CTLA4 GG (22) GG zu AA
GG zu AG + 
AA
CTLA4 AA (31) CTLA4 AG (57)
Tab. 23:  Transmission von DBP – Konditionierung für CTLA4 Exon 1-GenotypenM.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
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CTLA4
Die CTLA4 Exon 1-Genotypen von 110 Patienten waren bekannt. 22 Patienten hatten den Ge-
notyp „GG“, 57 Patienten den Genotyp „AG“, und 31 Patienten wiesen den CTLA4 Exon 1-Ge-
notyp „AA“ auf.
Die Transmission der Exon 11-Haplotypen wich in keiner der drei Subpopulationen sig-
nifikant von den erwarteten Werten ab und auch zwischen den Gruppen gab es keine relevanten
Unterschiede. In der Gruppe mit dem CTLA4-Genotyp „AG“ wurde das Allel „10“ des Intron
8-Polymorphismus seltener (4 von 14mal; TDT: p=0,1088) und das Allel „6“ häufiger (7 von
9mal; TDT: p=0,0956) als erwartet transmittiert (ETDT für Intron 8-Polymorphismus:
p=0,0897). Die ETDT-Differenztests für die Intron 8-Haplotypen waren allerdings nicht signifi-
kant. Die Fallzahlen waren für eine Auswertung der kombinierten Intron 8-Exon 11-Haplotypen
zu gering.M.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
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4. DISKUSSION
4.1 Der nukleäre Vitamin D Rezeptor
4.1.1 Mutationsscreening in Exon 2 und Exon 3
Die Eltern von 100 Typ 1 Diabetes-Patienten (200 Personen) wurden auf Mutationen in Exon 2
und Exon 3 des VDR-Gens untersucht. In Exon 2 wurde mit Hilfe eines MwoI-Restriktionsver-
daus nach dem Vorhandensein eines G→ A-Basenaustausches des Nukleotids 252 (Gly→ Asp) ge-
sucht
(449). Das Exon 3 wurde mit einer SSCP-Analyse auf Mutationen gescreent
(291).  –Keines der
untersuchten Individuen wies eine Mutation in Exon 2 oder Exon 3 des nukleären Vitamin D
Rezeptors auf. Daraufhin wurde auf die Untersuchung der restlichen Eltern verzichtet.
Exon 2 und Exon 3 des VDR-Gens kodieren für die beiden Zinkfinger des nukleären Vi-
tamin D Rezeptors, über die seine DNA-Bindung erfolgt
(268). Zahlreiche Mutationen dieser bei-
den Exons sind inzwischen beschrieben worden, welche die DNA-Bindung des Rezeptors und
damit seine Funktionsfähigkeit mehr oder weniger stark beeinflussen
(360). Das homozygote Auf-
treten der meisten Mutationen führt zum Krankheitsbild der vererbten Vitamin D-resistenten Ra-
chitis (HVDRR) mit schweren Vitamin D-Mangelerscheinungen vor allem des Skeletts
(358;359) (sie-
he Kapitel 1.2.7). Ihr Erbgang ist in der Regel autosomal rezessiv. Calcium-Metabolismus und
Skelett heterozygoter Träger einer VDR-Mutation erscheinen normal. Eine mögliche Beeinträch-
tigung der Vitamin D-Wirkung auf das Immunsystem dieser Individuen durch die (homozygote
oder heterozygote) VDR-Mutation wurde bisher nicht untersucht.
Grundlage der oben beschriebenen Untersuchung war daher die Überlegung, daß hetero-
zygote Träger einer Mutation in Exon 2 oder 3 zwar bezüglich der „klassischen“ Vitamin D-Ef-
fekte klinisch unauffällig sind, die Wirkung von 1,25(OH)2 D3 auf ihr Immunsystem und andere
an der Typ 1 Diabetes-Pathogenese beteiligte Faktoren aber durchaus beeinträchtigt sein könnte.
Die Dissoziation von Calcium- und Immun-Effekt einiger Vitamin D-Analoga legt entsprechen-
de Überlegungen nahe
(450). In diesem Fall wäre eine Häufung von VDR-Mutationen in Familien
mit Typ 1 Diabetes mellitus und eine überzufällig häufige Vererbung der Mutationen an die Pa-
tienten zu erwarten gewesen.
Keines der analysierten Individuen wies eine (mit der hier durchgeführten SSCP) nach-
weisbare Mutation in Exon 2 oder Exon 3 des VDR-Gens auf. Ein signifikante Beteiligung von
heterozygoten VDR-Exon 2/Exon 3-Mutationen am genetischen Risiko, an Typ 1 Diabetes mel-
litus zu erkranken, erscheint in der untersuchten Population daher sehr unwahrscheinlich.
4.1.2 Linkage Disequilibrium und Allelverteilung
In der hier untersuchten Population bestand ein starkes Linkage Disequilibrium zwischen den am
3'-Ende des VDR-Gens gelegenen RFLPs BsmI, ApaI und TaqI. Das Linkage Disequilibrium zwi-
schen der Restriktionsschnittstelle FokI und den 3'-Polymorphismen war hingegen nur schwach
ausgeprägt.
Die in dieser Arbeit beobachteten Allelfrequenzen und Linkage Disequilibrium-Daten für
BsmI, ApaI und TaqI entsprechen recht genau den bisher für kaukasische Populationen veröffent-
lichten Daten (±  5 Prozentpunkte)
(365), und die Rangreihenfolgen der Haplotypfrequenzen sind
mit ihnen beinahe identisch
(451). Daten über Linkage Disequilibrium und Häufigkeiten für die aus
allen vier Restriktionsschnittstellen (einschließlich FokI) bestehenden Haplotypen sind bisher
nicht publiziert. Die hier beobachteten Genotyphäufigkeiten des FokI-Polymorphismus sind je-
doch mit den bisher für Kaukasier berichteten Daten kompatibel
(452;453).M.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
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Die Lokalisation der RFLPs innerhalb des VDR-Gens, macht die unterschiedlich stark ausge-
prägten Linkage Disequilibria verständlich: Während BsmI, ApaI und TaqI innerhalb eines nur et-
wa 2 kb großen Abschnitts liegen, befindet sich die FokI-Restriktionsschnittstelle mehr als 40 kb
in Richtung 5'-Ende des VDR-Gens von jenen entfernt
(264).
Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Familien erscheinen bezüglich ihrer Linkage
Disequlibrium- und Haplotypfrequenzdaten des VDR-Gens auch für andere kaukasische Popula-
tionen repräsentativ.
4.1.3 Vererbung an Patienten und gesunde Geschwister
Die Transmission bzw. Nicht-Transmission von VDR-Haplotypen (definiert durch die Restrik-
tionsendonukleasen FokI, BsmI, ApaI und TaqI) an 161 Typ 1 Diabetes-Patienten und 94 gesunde
Geschwister wurde untersucht.
Vererbung an Patienten
Ein signifikantes Vererbungsungleichgewicht an Typ 1 Diabetes-Patienten bestand für mehrere
von der kombinierten Analyse der BsmI/ApaI/TaqI-Schnittstellen abgeleitete Haplotypen. Dabei
vermittelten die Allele „BAt“, „At“ und „Bt“ ein signifikant erhöhtes Diabetes-Risiko. Die Allele
„at“ und „AT“ hingegen wurden signifikant seltener als erwartet an Patienten transmittiert und
scheinen somit eher protektiv für Typ 1 Diabetes mellitus. Die zusätzliche Analyse von FokI er-
brachte keinen Informationsgewinn; das Vererbungsungleichgewicht der 4-Locus-Haplotypen
war grenzwertig signifikant. Auch die kombinierten FokI/ApaI/TaqI-Haplotypen wiesen ein sig-
nifikantes Vererbungsungleichgewicht auf, welches jedoch eher durch das von der Erwartung ab-
weichende Transmissionsmuster der ApaI/TaqI-Haplotypen zu erklären ist. Die Ermittlung der
prädiktivsten Haplotypen wurde durch das starke Linkage Disequilibrium zwischen BsmI, ApaI
und TaqI und die jeweils unterschiedliche Anzahl der für den jeweiligen  Polymorphismus hetero-
zygoten Eltern erschwert. In der untersuchten Population besteht eine Assoziation von VDR-
Haplotypen mit Typ 1 Diabetes mellitus, wobei die Frage nach dem am stärksten assoziierten Ha-
plotyp (ApaI/TaqI oder BsmI/ApaI/TaqI) an dieser Stelle nicht abschließend geklärt werden
kann.
Auch in asiatischen Populationen wurde inzwischen eine Assoziation zwischen VDR-Ha-
plotypen und Typ 1 Diabetes berichtet. Eine kürzlich publizierte Fall-Kontroll-Studie ergab eine
Assoziation bei Han-Chinesen
(454). McDermott et al.
(455) untersuchten in 93 südindischen Typ 1
Diabetes-Familien die Transmission der BsmI-, ApaI- und TaqI-RFLPs mit Hilfe von TDT und
ETDT (siehe auch Tabelle 24): Während das Allel „bAT“ bei der hier untersuchten kaukasischen
Population eher protektiv wirkte, vermittelte es in der indischen Population ein signifikant erhöh-
tes Diabetes-Risiko. Das Allel „BAT“ war mit einem verringerten Krankheitsrisiko in beiden Po-
pulationen assoziiert. Interessanterweise wurde „BAt“, eines der mit einer Frequenz von 30-35%
häufigsten Allele bei Kaukasiern, in der indischen Population gar nicht beobachtet.
Auch die Vererbung der BsmI/TaqI-Haplotypen unterschied sich zwischen beiden Grup-
pen. Insgesamt vermittelte das „b“ Allel ein signifikant erhöhtes Risiko bei Indern und ein ver-
mindertes Risiko für Typ 1 Diabetes bei Kaukasiern. Während der BsmI-RFLP die informativste
einzelne Schnittstelle in der asiatischen Population darstellte, hatte TaqI bei Kaukasiern den höch-
sten prädiktiven Wert.
Diese Befunde machen das Bestehen einer genetischen Heterogenität bezüglich des Vita-











































































BAT 42 13 29 6,095 0,0136
bat 13 5 8 0,692 0,4054
BAt 0 00 - -
bAT 54 35 19 4,741 0,0295
bAt 3 1 2 0,333 0,5637
Bat 48 23 25 0,083 0,7728
baT 62 34 28 0,581 0,4461
BaT 4 2 2 0,000 1,0000
ETDT: df=7 p=0,1191
bt 3 2 1 0,333 0,5637
BT 38 11 27 6,737 0,0094
bT 59 41 18 8,966 0,0028
Bt 50 21 29 1,280 0,2579
ETDT: df=3 p=0,0111
B8 4 53 31 5,762 0,0164
b8 4 31 53 5,762 0,0164
Tab. 24: Transmission von VDR an indische Typ 1 Diabetes-Patienten
Studie von McDermott et al. an 93 südindischen Famlien
(455)
Vererbung an gesunde Geschwister
Ausgangspunkt dieser Arbeit war die Frage nach einer möglichen Assoziation von genetischen
Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins mit
Typ 1 Diabetes mellitus. Mit Hilfe der in Kapitel 2.3.10 beschriebenen statistischen Methoden
wird ein Abweichen der beobachteten von den erwarteten Vererbungshäufigkeiten der jeweiligen
Allele gemessen und auf dieser Basis eine Aussage hinsichtlich der möglichen Assoziation von
VDR bzw. DBP und Diabetes getroffen. Als erwartete Häufigkeit setzt man dabei die Wahr-
scheinlichkeit eines heterozygoten Elternteils, ein bestimmtes Allel weiterzugeben, auf 50% fest.
Falls die echten Transmissionshäufigkeiten (sie werden in der Praxis meist nicht bestimmt) in der
untersuchten Population von dem rein stochastisch ermittelten Wert „50%“ abweichen, wären
sowohl falsch positive als auch falsch negative Ergebnisse von entsprechenden Assoziationsstudi-
en zu erwarten.
Zudem stellt sich bei allen Familienanalysen die Frage, ob die untersuchten Familien re-
präsentativ für die Gesamtpopulation sind. Einen Anhaltspunkt liefert hier ein Vergleich der Al-
lelhäufigkeiten und der Linkage Disequilibrium-Daten der Familien mit der Gesamtpopulation
(siehe Kapitel 4.1.2). Dennoch kann ein von der Gesamtheit abweichendes Vererbungsmuster in
der betrachteten Stichprobe nicht ausgeschlossen werden. Die Untersuchung der Transmission
der fraglichen Allele an gesunde Geschwister stellt eine zusätzliche „interne Kontrolle“ auf die
Validität der Ergebnisse einer Assoziationsstudie dar. Besteht eine echte Assoziation zwischen
genetischem Polymorphismus und Krankheit, müßte auch ein signifikanter Unterschied zwischen
der Vererbung dieses Polymorphismus an Patienten und gesunde Geschwister nachweisbar sein.M.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
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Aus diesem Grunde wurde die Vererbung der VDR-Haplotypen an 94 gesunde Geschwister un-
tersucht.
Der Unterschied zwischen Patienten und gesunden Geschwistern in der Vererbung der
einzelnen Polymorphismen war nicht signifikant. Für die 2-Locus-Haplotypen ApaI/TaqI und
FokI/ApaI bestand ein signifikanter Unterschied zwischen Patienten und gesunden Ge-
schwistern, für FokI/BsmI war dieser knapp nicht signifikant und für die 3- und 4-Locus-Haploty-
pen war die ETDT-Differenz eindeutig nicht signifikant. Immerhin erbrachte der Chi²-Test für
die Allele „FBt“ und “FBAt“ ein signifikantes Ergebnis.
Für einen Teil der Allele bestehen –wie erwartet– signifikante Unterschiede zwischen der
Transmission an Patienten und der Transmission an gesunden  Geschwistern. Die Abwesenheit
eines signifikanten Unterschieds zwischen beiden Gruppen für eine Reihe von Allelen läßt sich
durch mehrere Faktoren erklären: 1) Für diejenigen Allele, für die kein signifikantes Vererbungs-
ungleichgewicht (ermittelt durch TDT und ETDT) in der Patientengruppe bestand, kann ein sig-
nifikanter Unterschied zwischen Patienten und Geschwistern nicht erwartet werden. 2) Aufgrund
des geringen Stichprobenumfangs der Geschwistergruppe ist die statistische Aussagekraft des
Vergleichs  der 3- und 4-Locus-Haplotypen eingeschränkt. Der Stichprobenumfang reicht zur
Detektion eines schwach signifikanten Unterschieds nicht aus. 3) Der Großteil der gesunden Ge-
schwister war zum Zeitpunkt der Rekrutierung jünger als 20 Jahre alt. Für all diese Individuen be-
steht somit die Möglichkeit, irrtümlich als „gesund“ eingestuft und in Wahrheit „Noch-Nicht-Pa-
tient“ zu sein. Diese Fälle würden zu falsch negativen (d.h. nicht-signifikanten) Ergebnissen beim
Vergleich der Vererbungsmuster führen. Ein Fehler dieser Art ist bei Krankheiten mit variablem
Beginn beinahe unvermeidbar und eine Abschätzung des Anteils fälschlicherweise als „gesund“
eingestufter Geschwister frühestens in einem Jahrzehnt möglich. Auf keinen Fall würde dies zu
falsch positiven Ergebnissen führen. Da weniger als 20% der gesunden Geschwister eines Typ 1-
Diabetikers ebenfalls an Typ 1 Diabetes erkranken, ist der quantitative Effekt zu vernachlässigen.
Die Untersuchung zwischen der Transmission der VDR-Allele an gesunde Geschwister
und Patienten läßt die weiter oben diskutierten Patienten-Daten valide erscheinen. Trotz des ge-
ringen Stichprobenumfangs der Geschwistergruppe ist damit eine „echte“ Assoziation von VDR-
Allelen mit Typ 1 Diabetes mellitus wahrscheinlich. –Im übrigen betreffen die in diesem Ab-
schnitt gemachten kritischen Anmerkungen die Validität des Großteils der international veröf-




In kaukasischen Populationen erkranken etwas mehr Jungen als Mädchen an Typ 1 Diabetes mel-
litus. In Ländern mit einer niedrigen Diabetes-Inzidenz (Asien, Afrika) hingegen sind umgekehrt
Mädchen häufiger als Jungen betroffen
(456). Besonders in der Gruppe mit dem HLA-Genotyp
                                                



























































  und bei
gleichem Freiheitsgrad werden die Wahrscheinlichkeiten p1 und p2 entsprechend kleiner als pg sein. Aus der Abhän-
gigkeit der Chi²- und p-Werte von der Gruppengröße ergibt sich, daß ein Vergleich dieser absoluten Zahlen zwi-
schen den Gruppen nicht sinnvoll ist. Lediglich die Ergebnisse der in den letzten beiden Spalten der jeweiligen Ta-
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DR3/DRx (siehe auch Kapitel 1.1.3 + 2.3.9) ist der Anteil der männlichen Patienten bei Kaukasi-
ern besonders hoch. Zusammen mit der kürzlichen Beschreibung eines mit Typ 1 Diabetes asso-
ziierten Markers auf Chromosom Xp
(134) machen diese Befunde unterschiedliche genetische Risi-
kofaktoren für Typ 1 Diabetes bei weiblichen und männlichen Individuen plausibel.
Die hier vorgenommene Konditionierung für das Geschlecht der Patienten ergab keinen
signifikanten Unterschied in der Vererbung der einzelnen Polymorphismen FokI, BsmI, ApaI und
TaqI zwischen Mädchen und Jungen. Das Allel „B“ wurde –allerdings nicht signifikant– eher sel-
tener an Mädchen und häufiger an Jungen transmittiert. Die erweiterte Analyse der von BsmI ab-
geleiteten Haplotypen BsmI/TaqI und FokI/BsmI/TaqI ergab grenzwertig signifikante (p<0,06)
Unterschiede ihrer Vererbung an weibliche und männliche Patienten.
Aufgrund dieser Ergebnisse kann ein signifikanter Unterschied in der Vererbung der
VDR-Haplotypen an Mädchen und Jungen weder bestätigt noch ausgeschlossen werden. Zur Be-
antwortung der entsprechenden Fragestellung  sind Untersuchungen eines größeren Kollektivs
notwendig. Höhere Fallzahlen ermöglichten dann auch eine kombinierte Konditionierung nach
Geschlecht und HLA-Haplotyp, um die Existenz geschlechtsspezifischer, nur in HLA-Subgrup-
pen relevanter Risikofaktoren zu überprüfen.
Alter bei Erkrankungsbeginn
Das Erkrankungsalter für Typ 1 Diabetes mellitus variiert erheblich –in der hier betrachteten Po-
pulation lag es zwischen 1 und 35 Jahren. Dies veranlaßt zu der Überlegung, ob es sich beim Typ
1 Diabetes mellitus eines Säuglings und eines Erwachsenen wirklich um eine pathogenetische En-
tität handelt, oder ob nicht vielmehr unterschiedliche Faktoren an der Krankheitsentstehung in
den verschiedenen Altersgruppen beteiligt sind. Die Konditionierung für das Erkrankungsalter
mißt einen eventuell vorhandenen Unterschied in der Vererbung des fraglichen Markers und er-
laubt somit Aussagen über seine Bedeutung in den einzelnen Gruppen.
Für keinen der einzelnen Polymorphismen FokI, BsmI, ApaI oder TaqI bestand ein Unter-
schied in ihrer Transmission zwischen beiden Gruppen (Chi²-Test: p> 0,71). Auch die Vererbung
der 2- und 3-Locus-Haplotypen differierte nicht. Ein signifikanter Unterschied in der Vererbung
der 4-Locus-Haplotypen, für deren Analyse die Anzahl der Individuen zu gering war, erscheint
somit sehr unwahrscheinlich.
Auch bei der Untersuchung von indischen Asiaten
(455) bestand kein Unterschied zwischen
der Vererbung der VDR-Haplotypen an Patienten mit frühem oder spätem Erkrankungsbeginn.
Allerdings erfolgte die Einteilung in der Studie bei Indern nach dem Erkrankungsalter wie folgt:
≤  15 Jahre (72 Patienten) und >  15 Jahre (21 Patienten). Der „Cut-Off“ unterschied sich damit
deutlich von der in dieser Studie verwendeten Grenze von 8 Jahren (63 Patienten ≤  8 Jahre und
61 Patienten >  8 Jahre). Die Vergleichbarkeit der Ergebnisse beider Arbeiten ist zudem durch un-
terschiedlich große Gruppen in der Untersuchung von McDermott et al. eingeschränkt.
Alles in allem gibt es keinen Anhaltspunkt für einen differentiellen Effekt von VDR-Alle-
len auf die Pathogenese des Typ 1 Diabetes mellitus bei Patienten mit frühem oder spätem Er-
krankungsbeginn.
Mütterliche und väterliche Transmission
Das sogenannte „elterliche Imprinting“ ist an der Entstehung einer Reihe von Krankheiten betei-
ligt. „Elterliches Imprinting“ beschreibt das Phänomen, daß der Funktionszustand und die physi-
ologische Relevanz eines Gens davon abhängen, ob es von der Mutter oder vom Vater vererbt
wird. Die diesem Vorgang zugrunde liegenden Mechanismen sind bis heute unklar. Die Konditi-
onierung für mütterliche und väterliche Transmission diente der Beantwortung der Frage nach
der Relevanz elterlichen Imprintings für die Vererbung der VDR-Haplotypen an Typ 1 Diabetes-
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Weder für einen der einzelnen Polymorphismen FokI, BsmI, ApaI und TaqI noch für ei-
nen der 2- bzw. 3-Locus-Haplotypen bestand ein signifikanter Unterschied zwischen mütterlicher
und väterlicher Transmission. Eine differierende Vererbung der nicht analysierten 4-Locus-Ha-
plotypen erscheint demnach sehr unwahrscheinlich.
Auch bei indischen Typ 1 Diabetes-Familien konnte kein Unterschied zwischen mütterli-
cher und väterlicher Vererbung der VDR-Haplotypen an Patienten nachgewiesen werden
(455). El-
terliches Imprinting scheint somit keine Rolle bei der Vererbung der Vitamin D Rezeptor-Allele
in Typ 1 Diabetes-Familien zu spielen.
HLA-DR/DQ-Haplotypen
Der HLA-Komplex (IDDM1) vermittelt etwas mehr als die Hälfte des genetischen Risikos, an
Typ 1 Diabetes mellitus zu erkranken. Innerhalb dieser Region auf Chromosom 6q besteht für
die erweiterten DR/DQ-Haplotypen die stärkste Assoziation mit Diabetes (siehe auch Kapitel
1.1.3). Während einige Haplotypen ein hohes Erkrankungsrisiko vermitteln, scheinen andere kei-
nen bzw. einen protektiven Einfluß auf das pathogenetische Geschehen zu haben. Aufgrund die-
ser Beobachtungen hat sich die Einteilung der HLA-DR/DQ-Allele in Haplotypen hohen, mitt-
leren und niedrigen Risikos (siehe auch Kapitel 2.3.9) ergeben.
Der Beitrag des HLA-DR/DQ-Haplotyps zum genetischen Diabetesrisiko ist in der
HLA-Niedrigrisikogruppe geringer als in der HLA-Hochrisikogruppe. Entsprechend müßte es in
der HLA-Niedrigrisikogruppe eine Häufung anderer genetischer Risikofaktoren geben, die in der
HLA-Hochrisikogruppe nur eine untergeordnete Rolle spielen. Diese Überlegung war Grundlage
für die Konditionierung der VDR-Transmissionsanalyse entsprechend der drei HLA-Risikogrup-
pen. Dabei waren die HLA-DR/DQ-Haplotypen von 144 Patienten bekannt.
Der TaqI-Polymorphismus, in der Gesamtanalyse (siehe Tabelle 11) derjenige Marker mit
der stärksten Abweichung von den erwarteten Transmissionshäufigkeiten, wies in der Gruppe
mittleren HLA-Risikos ein signifikantes Vererbungsungleichgewicht auf. Seine Transmission an
die HLA-Hoch- und -Niedrigrisikogruppe entsprach hingegen einer rein zufälligen Transmission
bzw. Nicht-Transmission. Das für TaqI bestehende Vererbungsungleichgewicht in der Gesamta-
nalyse scheint damit ausschließlich durch das Transmissionsmuster in der Gruppe mittleren
HLA-Rsikos bedingt. Aufgrund der geringen Anzahl von Patienten mit einem HLA-Haplotyp
niedrigen Risikos sind verläßliche Aussagen über die Transmission in dieser Gruppe jedoch nicht
möglich.
Das Allel „f“ wurde seltener an Patienten der HLA-Hochrisikogruppe vererbt. Dagegen
erfolgte seine Transmission signifikant häufiger in der Gruppe mittleren (und noch deutlicher in
der kombinierten Gruppe mittleren und niedrigen) HLA-Risikos. Die isolierte Betrachtung der
HLA-Niedrigrisikogruppe erbrachte kein signifikantes TDT-Ergebnis –wahrscheinlich aufgrund
der zu geringen Fallzahl. Der Unterschied der Transmissionsmuster zwischen der HLA-Hochrisi-
kogruppe und den beiden anderen Gruppen war ebenfalls signifikant. TDT und Chi²-Tests für
BsmI und ApaI erbrachten hingegen keine signifikanten Resultate.
Die differentielle Vererbung der 2-Locus-Haplotypen FokI/TaqI war knapp nicht sig-
nifikant. Die Unterschiede zwischen den HLA-Risikogruppen in der Transmission von
FokI/BsmI (hohes vs. mittleres und hohes vs. mittleres + niedriges Risiko) und
FokI/BsmI/TaqI waren signifikant.  Die Analyse der erweiterten Haplotypen vermittelte je-
doch keinen Informationsgewinn gegenüber der alleinigen Betrachtung von FokI. Als Gründe
hierfür kommen folgende Szenarien in Betracht, die anhand der hier ermittelten Daten nicht
erhellt werden können: 1) Ein signifikanter Unterschied der Transmissionsmuster für BsmI
und TaqI wird lediglich durch das mit FokI bestehende Linkage Disequilibrium verursacht.
Diese primäre Assoziation könnte auch durch einen noch nicht identifizierten − mit FokI ge-
koppelten−  Polymorphismus bedingt sein. 2) Die Fallzahl ist für eine Analyse höheren Frei-
heitsgrades zu gering und liefert deshalb nur schwach signifikante Ergebnisse der erweitertenM.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
91
Haplotypen. Die Klärung dieser Fragen bedarf weiterer Studien mit höheren Fallzahlen und einer
ggf. größeren Markerdichte.
Die signifikanten Transmissionsunterschiede für die von FokI abgeleiteten Haplotypen
machen eine Bedeutung dieser Allele als sekundäre Risikomarker für  Typ 1 Diabetes mellitus
wahrscheinlich.
CTLA4 Exon 1-Genotyp
Das CTLA4-Gen kodiert für einen T Zellrezeptor, der die Proliferation und Apoptose dieser
Zellen kontrolliert und damit an den für das Entstehen von Typ 1 Diabetes verantwortlichen Pa-
thomechanismen beteiligt ist. Das CTLA4-Gen auf Chromosom 2q ist polymorph und wurde in
zahlreichen Linkage-Studien und Genomscans als potentielles Risikogen für Typ 1 Diabetes
(IDDM12; siehe auch Kapitel 1.1.3) identifiziert
(113;117;125;457). Zur Detektion einer möglicherweise
differentiellen Vererbung der VDR-Haplotypen an Patienten mit unterschiedlichem CTLA4 Ex-
on 1-Genotyp wurde die entsprechende Konditionierung vorgenommen.
Ein signifikanter Unterschied in der Transmission der einzelnen Polymorphismen und
der 2-Locus-Haplotypen zwischen den Gruppen bestand nicht. Für eine Analyse der 3- und 4-
Locus-Haplotypen waren die Gruppengrößen zu gering. Obwohl eine für den CTLA4 Exon 1-
Genotyp differentielle Vererbung der VDR-Haplotypen aufgrund der vorliegenden Daten un-
wahrscheinlich ist, müssen die Ergebnisse dieser Konditionierung mit Vorsicht interpretiert wer-
den: Lediglich von 110 Patienten war der CTLA4 Exon 1-Genotyp bekannt, und durch die Ein-
teilung in 3 Subgruppen ergaben sich relativ geringe Stichprobenumfänge. Zur Detektion eines
nur schwachen Unterschieds der Transmissionmuster fehlt der Analyse daher die statistische
Aussagekraft. Dennoch kann von der Abwesenheit einer hochsignifikanten Differenz in der Ver-
erbung der VDR-Haplotypen zwischen den CTLA4-Gruppen ausgegangen werden.
4.1.5 Der nukleäre Vitamin D Rezeptor und Diabetes
Die Assoziation von Polymorphismen des VDR-Gens mit Typ 1 Diabetes mellitus bei Kaukasi-
ern und Asiaten sowie eine differentielle Transmission der VDR-Haplotypen an kaukasische Pa-
tienten unterschiedlichen HLA-Risikos werfen die Frage nach der Bedeutung und der Plausibilität
dieser Ergebnisse auf.
„Assoziation“ sagt zunächst nichts über die Kausalität des Befundes. Folgende Konstella-
tionen sind daher denkbar: 1) Der mit einer Erkrankung assoziierte Polymorphismus selbst kann
die Grundlage eines funktionellen Unterschiedes zwischen den Allelen eines Genes bilden und
damit direkt am Entstehen der Erkrankung beteiligt sein. 2) Der untersuchte Marker ist selbst „a-
funktionell“ und steht lediglich in einem mehr oder weniger starken Linkage Disequilibrium zu
dem tatsächlich an der Pathogenese beteiligten Polymorphismus. Dieser „echte“ Polymorphis-
mus kann dabei sowohl innerhalb als auch außerhalb des untersuchten Markergens liegen.
Der TaqI-Polymorphismus in Exon 9 verursacht eine sogenannte „stille“ T→ C-Mutation,
d.h. es kommt trotz Basenaustausch zu keinem Aminosäureaustausch
(293). Aus dem für die Trans-
lation in die Aminosäure Isoleucin am meisten bevorzugten Kodon wird durch den Austausch
das für die entsprechende Translation am wenigsten bevorzugte Kodon. Fehler im Rahmen der
Translation werden hierdurch etwas wahrscheinlicher. Bisher fehlen allerdings jegliche in vivo Da-
ten, die eine physiologische Relevanz des beschriebenen Phänomens für VDR
(458) oder irgendein
Protein zeigen. Damit scheidet TaqI als kausaler Polymorphismus praktisch aus.
Die Polymorphismen BsmI und ApaI liegen intronisch zwischen Exon 8 und Exon 9 und
wirken sich damit nicht auf die Aminosäuresequenz des nukleären Vitamin D Rezeptors aus. Al-
lerdings  können intronische Sequenzen –wie bereits erwähnt– an der Transkriptionsregulation
des sie enthaltenden Gens beteiligt sein. Bisher wurden jedoch keine Assoziationen von BsmI und
ApaI mit der VDR-mRNA-Menge oder deren Stabilität beobachtet
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Der FokI-Polymorphismus im ersten Kodon des Exons 2 führt zu einem um 3 Amino-
säuren kürzeren Protein
(291). Auf den ersten Blick erscheint es unwahrscheinlich, daß eine Fehlen
von 3 Aminosäuren am 5'-Ende des mehr als 400 Aminosäuren umfassenden Proteins die Funk-
tion des Vitamin D Rezeptors beeinträchtigt
(261). Unter Berücksichtigung der Domänen
(267) des
nukleären Steroidrezeptors VDR wird eine funktionelle Relevanz des FokI-Polymorphismus
deutlich wahrscheinlicher: Der Verlust der 3 Aminosäuren betrifft die der Transaktivierung die-
nende Domäne A, die beim Vitamin D Rezeptor lediglich 20 Aminosäuren umfaßt und –im Ver-
gleich zu anderen Steroidrezeptoren– stark verkürzt ist. Die Berichte über eine durch FokI verän-
derte Transaktivierung oder mRNA-Menge sind bisher widersprüchlich
(299), obwohl gerade zwei
jüngst veröffentlichte Studien von funktionellen Unterschieden der FokI-Allele berich-
ten
(297;298;300;301). Insgesamt erscheint es eher unwahrscheinlich, daß die in dieser Arbeit untersuch-
ten Allele die kausalen Polymorphismen für die VDR-Assoziation mit Typ 1 Diabetes mellitus
sind, zumal für den FokI-Polymorphismus in der Gesamtgruppe der Patienten gar kein signifi-
kantes Vererbungsungleichgewicht besteht.
Bei der Beurteilung der bisherigen Experimente zur Beleuchtung der Frage eines funktio-
nellen Unterschieds der oben besprochenen Polymorphismen ist jedoch Skepsis angebracht. Die
meisten Untersuchungen verwendeten Reportergen-Assays, artifizielle Konstrukte, die nur sehr
begrenzt die in vivo Situation reflektieren dürften. Der Nachweis multipler Promotoren und
mRNA-Isoformen
(264) vermindert aber auch die Aussagekraft von in vivo Experimenten: Die Ab-
oder Anwesenheit eines funktionellen Unterschieds im untersuchten Gewebe läßt a priori keiner-
lei Rückschlüsse auf die Verhältnisse in anderen Geweben zu.
Dadurch wird eine Diskussion des „echten“ kausalen Polymorphismus für die Assozia-
tion von VDR mit Diabetes, die allein auf oben erwähnten Experimenten basiert, zur reinen Spe-
kulation. –Ein anderer Ansatz führt jedoch zu derselben Schlußfolgereung, daß die untersuchten
Polymorphismen FokI, ApaI, BsmI und TaqI selbst nicht die kausalen Polymorphismen sind:  1)
FokI ist der einzige der untersuchten Polymorphismen, der die Aminosäuresequenz des nukleären
Vitamin D Rezeptors verändert. Allerdings besteht für FokI (bezogen auf die Gesamtheit der be-
trachteten Patienten) kein signifikantes Vererbungsungleichgewicht und FokI steht auch in kei-
nem relevanten Linkage Disequilibrium zu den anderen offensichtlich mit Diabetes assoziierten
Polymorphismen. 2) In der vereinfachten Betrachtung müßte ein Polymorphismus die Interak-
tion von Rezeptor mit Ligand und DNA beeinträchtigen, um „kausal“ wirken zu können. Unter
der Annahme, daß sich sowohl sein Ligand (1,25(OH)2 D3) als auch die DNA (VDREs) in ver-
schiedenen Populationen nicht voneinander unterscheiden (wenn sie sogar im Laufe der Verte-
bratenevolution konserviert wurden), müßte ein und dasselbe Allel die gleiche Wirkung in ver-
schiedenen Populationen haben. Die Daten über eine Assoziation von VDR und Diabetes bei
Asiaten
(455) stützen zwar die Validität der Ergebnisse dieser Arbeit, machen aber BsmI, ApaI und
TaqI als funktionelle Polymorphismen aus oben erwähntem Grund unwahrscheinlich. Während
„bAT“ Risikoallel bei Asiaten ist, hat es einen protektiven Effekt in der kaukasischen Population.
–Nach dem vereinfachten mechanistischen Modell ein Ding der Unmöglichkeit, wenn man BsmI,
ApaI oder TaqI als kausale Polymorphismen in Erwägung zieht. Andererseits könnten auch vari-
ierende Umweltfaktoren dazu führen, daß unterschiedliche VDR-Allele die gleiche Disposition
gegenüber Typ 1 Diabetes in verschiedenen Populationen vermitteln (in Analogie zur diffe-
rentiellen Rolle einiger HLA-Allele). Ergebnisse, die letztere These stützten, liegen zur Zeit noch
nicht vor.
Die beobachtete genetische Heterogenität in der Diabetes-Assoziation der VDR-Allele
zwischen Kaukasiern und Asiaten macht damit einen kausalen Polymorphismus wahrscheinlich,
der in einem unterschiedlichen Linkage Disequilibrium zu BsmI, ApaI und TaqI in verschiedenen
Populationen steht.
In der Nachbarschaft des VDR-Locus auf Chromosom 12q13-14 befinden sich die Gene
für eine Reihe von Proteinen mit immunologischen und regulatorischen Eigenschaften:
IFN-γ
(459), SP1 (ein Transkriptionsfaktor der unter anderem mit VDR
(460) interagiert)
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STAT6 (ein  IL-4 induzierter Transkriptionsverstärker)
(462), NRAMP2 (natural resistance associa-
ted macrophage protein 2)
(463). Desweiteren befindet sich eine Insertionsstelle von HPV18 in ei-
nen dort gelegenen Abschnitt der DNA
(464). Über Polymorphismen und Krankheitsassoziationen
dieser Gene ist bisher wenig bekannt.
Innerhalb des VDR-Gens vermutet man aufgrund seiner Größe von mehr als 75 kb noch mehre-
re bisher unbekannte Polymorphismen. Ein weiterer Polymorphismus wurde kürzlich in Intron 8
zwischen der BsmI- und der ApaI-Schnittstelle entdeckt; Linkage Disequilibrium-Daten zu ihm
gibt es bisher nicht
(465). Ein ausgesprochen interessant erscheinender Polymorphismus befindet
sich am 3'-Ende des VDR-Gens in seiner untranslatierten Region
(293). 3'-UTRs können die
mRNA-Stabilität eines Gens beeinflussen
(302). Wie für die RFLPs gibt es diesbezüglich auch für
den 3'-UTR-Polymorphismus des VDR-Gens kontroverse Daten
(293;303). „Interessant“ wird der 3'-
UTR-Polymorphismus durch zweierlei: 1) Seine Assoziation mit dem Prostatakarzinom wurde
berichtet. (Die Bedeutung dieser Ergebnisse wird weiter unten ausführlicher diskutiert.) 2) Der 3'-
UTR-Polymorphismus steht in einem starken Linkage Disequilibrium zu den RFLPs BsmI, ApaI
und TaqI, das in verschiedenen Populationen unterschiedlich ausgeprägt ist
(466). Während das Allel
„bL“ 90% der Haplotypen in asiatischen Populationen konstituiert, sind es bei Kaukasiern nur
56% (siehe Abbildung 14). Ein für die Diabetes-Assoziation des VDR-Gens kausaler 3'-UTR-Po-
lymorphismus könnte den Widerspruch auflösen, daß „bAT“ bei Asiaten ein erhöhtes und bei












































Abb. 14: Verteilung der BsmI–3'-UTR-Haplotypen des VDR-Gens in verschiedenen
Populationen – Studie von Ingles et al.
(466): „S“ und „L“ bezeichnen ein kurzes
(Short; A13-A17) bzw. ein langes (Long; A18-A24) Poly(A)-Repeat
Ferner gibt es eine Reihe weiterer Studien, welche die biologische Bedeutung der in dieser Arbeit
ermittelten Assoziation von VDR-Allelen mit Typ 1 Diabetes –teils indirekt– stützen und den
kausalen Polymorphismus eher innerhalb des VDR-Gens als in seiner Nachbarschaft vermuten
lassen:
Eine Vielzahl von Studien hat sich mit der Rolle von VDR-Haplotypen bei der Entste-
hung der Osteoporose beschäftigt. In verschiedenen Populationen konnten Assoziationen zwi-
schen VDR-Polymorphismen und verminderter Knochendichte nachgewiesen werden
(293;467), die
in einer ebenso großen Anzahl von Studien jedoch nicht bestätigt werden konnten
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positiver Assoziationsstudien kann sicher als Indiz für das tatsächliche Bestehen funktioneller
Unterschiede der VDR-Allele gewertet werden, auch wenn die Diskussion über die klinische Re-
levanz der VDR-Polymorphismen für das Entstehen von Osteoporose bei weitem nicht abge-
schlossen ist.
VDR-Polymorphismen scheinen ebenfalls mit dem Auftreten von Hyperparathryroidismus in
Zusammenhang zu stehen. Sowohl zum primären
(468;469) als auch zum sekundären
(470;471) Hyperpa-
rathyreoidismus gibt es Arbeiten, die von einer Assoziation berichten. Einige Studien kommen al-
lerdings zu gegenteiligen Ergebnissen
(472;473). –Auch für Osteoporose und Hyperparathyreoidis-
mus sind die untersuchten VDR-RFLPs mit unterschiedlichen Risiken in verschiedenen Popula-
tionen assoziiert und erscheinen daher –wie für Typ 1 Diabetes mellitus erläutert– selbst nicht
kausal zu sein.
Auch im Zusammenhang mit Psoriasis wurde der nukleäre Vitamin D Rezeptor näher
untersucht. Bei Psoriasis handelt es sich um eine Erkrankung mit überschießender Keratinozy-
tenproliferation, für die eine autoimmune Genese diskutiert wird
(474).  Das Vitamin D-Analogon
Calcipotriol ist mittlerweile in der Therapie der Psoriasis gut etabliert. Die Therapieresistenz pso-
riatischer Plaques gegenüber Vitamin D
(475) geht mit einer verminderten VDR-mRNA-Konzen-
tration der betreffenden Keratinozyten einher
(476). Assoziationen von VDR-Polymorphismen und
dem Auftreten von Psoriasis
(477) bzw. mit ihrem Ansprechen auf eine topische Vitamin D-Thera-
pie
(478) wurden mit VDR-Allelen assoziiert, aber auch negative Studienergebnisse wurden publi-
ziert
(479).
Eine Assoziation von Polymorphismen des VDR-Gens scheint erner auch mit systemi-




(401;404) und malignes Melanom
(405) wurden eben-
falls Assoziationen mit Polymorphismen des VDR-Gens berichtet, die nicht in allen Studien be-
stätigt werden konnten
(481). Dabei führt eine um 50% verringerte VDR-Expression zu einer Ver-
doppelung der Proliferationsrate der entsprechenden Zelle
(406). Die Prognose von Kolonkarzino-
men scheint mit dem Ausmaß ihrer VDR-Expression korreliert zu sein
(407). Zwei kürzlich veröf-
fentlichte Studien konnten eine Assoziation zwischen VDR-Polymorphismen und dem Auftreten
von Prostatakarzinomen jedoch nicht bestätigen
(482;483).








(491) berichten und somit die These von
funktionellen Unterschieden der VDR-Allele untermauern.
VDR vermittelt die Transkriptionsregulation durch 1,25(OH)2 D3 im Zusammenspiel mit mehre-
ren Kofaktoren. Dabei interagiert VDR entweder als VDR-VDR-Homodimer oder als VDR-
RXR-Heterodimer mit der jeweiligen DNA-Erkennungssequenz (VDRE, RXRE). Die Bindung
an eine bestimmte Sequenz und die nachfolgende Transkriptionsaktivierung bzw. –inhibition
hängen sowohl von der Konzentration der Liganden (1,25(OH)2 D3, 9-cis RA), der Rezeptoren
(VDR, RXR) und der Ionenkonzentration als auch von der Affinität der Rezeptoren zueinander
und gegenüber ihren Liganden bzw. den DNA-Erkennungssequenzen ab. Polymorphismen in-
nerhalb des VDR-Gens, welche die Affinität des Vitamin D Rezeptors zu einem seiner „Mitspie-
ler“ auch nur minimal beeinflußten, könnten in diesem komplexen System durchaus eine relevan-
te Veränderung des Transkriptionsmusters bewirken. Dabei müßte ein verändertes Transkrip-
tionsmuster nicht in jeder Situation von funktioneller Bedeutung sein und könnte ggf. nur einzel-
ne Zellen in einem bestimmten Zustand betreffen. Bestes Beispiel dafür stellen die nicht-hyper-




und andere) dar. Sowohl Calcium-Effekt als auch Immunsuppression werden über den gleichen
Rezeptor vermittelt. Dennoch ist ein Ligand in der Lage, selektiv die Transkription derjenigen
Gene zu induzieren, die die immunsuppressive Wirkung von Vitamin D vermitteln. Dabei
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Degradation von VDR und auf die Stabilität des VDR-RXR-VDRE-Komplexes eine Schlüssel-
rolle zu spielen
(495). Eine weitere Ursache für die nicht-hypercalcämische Wirkung einiger Vitamin
D-Analoga liegt sicher auch in ihrer gegenüber 1,25(OH)2 D 3 veränderten Affinität gegenüber
DBP und CYP24 
(496;497). Die Entdeckung einer VDR-Isoform der Ratte, die durch Retention des
Introns 8, die Heterodimerisation mit RXR inhibiert, die Homodimerisation jedoch unbeein-
trächtigt läßt
(498), kann als weiteres Indiz für die physiologische Relevanz des „Feintunings“ der
VDR-Interaktionen gewertet werden. Affinitätsstudien zeigen, daß die zum Krankheitsbild der
Vitamin D-resistenten Rachitis führenden VDR-Mutationen sowohl die Ligand-Bindung als auch
die Heterodimer-Bildung
(499) beeinträchtigen und somit einen dramatischen Effekt auf die filigra-
ne VDR-vermittelte Transkriptionsregulation haben.
Die Haplotypen der HLA-Region sind für etwa 60% des genetischen Typ 1 Diabetes-Risikos ver-
antwortlich
(92). Berücksichtigt man dies, so verwundert es nicht, daß bei Abwesenheit eines Hoch-
risiko-HLA-Haplotyps anderen genetischen Faktoren eine größere Bedeutung für die Diabetes-
entstehung zukommt. Die –bezogen auf den HLA-Haplotyp– differentielle Vererbung einiger
VDR-Allele steht mit einer Rolle der Haplotypen des nukleären Vitamin D Rezeptors als sekun-
däre Risikomarker für Typ 1 Diabetes mellitus im Einklang.
Vor dem Hintergrund des oben Dargestellten und vor allem unter Berücksichtigung der klini-
schen und molekularen Effekte des VDR-Liganden 1,25(OH)2 D3 (siehe hierzu auch Kapitel 4.3)
verdient das VDR-Gen auf Chromosom 12q12-q14 als genetischer Risikomarker für Typ 1 Dia-
betes mellitus in weiteren Studien Beachtung. Eine Bestätigung der bezogen auf andere Risiko-
faktoren differentiellen Vererbung der VDR-Allele wäre gleichzeitig auch ein Indiz für die geneti-
sche Heterogenität des Typ 1 Diabetes mellitus bei Kaukasiern.
4.2 Das Vitamin D bindende Protein
4.2.1 Linkage Disequilibrium und Allelverteilung
Die Intron 8- und Exon 11-Polymorphismen stehen in einem deutlichen Linkage Disequilibrium
zueinander. Die Allelverteilungen der Intron 8
(329)- und Exon 11
(500)-Genotypen entsprechen den
bisher für Kaukasier publizierten
(327;501) Daten
(329). Auf die Allele „8 1s“ und „8 2“ entfallen etwa
80% aller beobachteten Haplotypen. Entsprechend hoch ist der Anteil homozygoter Individuen.
Nur 123 Eltern waren heterozygot für den kombinierten Intron 8-Exon 11-Haplotyp, und die
statistische Aussagekraft der folgenden Analysen ist entsprechend eingeschränkt. Das in einigen
Populationen beobachtete Intron 8-Allel „11“ kam in den untersuchten Familien nicht vor. Die-
ses Ergebnis entspricht früheren Untersuchungen von kaukasischen Populationen, in den das Al-
lel „11“ stets Häufigkeiten ≤  1% aufwies.
In Bezug auf die Polymorphismen des DBP-Gens scheinen die typisierten Familien damit
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4.2.2 Vererbung an Patienten und gesunde Geschwister
Vererbung an Patienten
Die TDT- und ETDT-Ergebnisse der Exon 11-, der Intron 8- und der kombinierten Haplotypen
waren allesamt nicht signifikant. Im Vergleich zur VDR-Analyse der gleichen Population war der
Anteil für DBP homozygoter Eltern  –wie Eingangs erwähnt– bedeutend.  Die statistische Aussa-
gekraft der DBP-Analyse liegt somit zwangsläufig unter derjenigen der VDR-Analyse.
Das Transmissionsmuster der DBP-Polymorphismen legt die Abwesenheit einer Assozia-
tion von Haplotypen des DBP-Gens mit Typ 1 Diabetes mellitus nahe. Die Assoziation von
DBP mit Typ 1 Diabetes in Subgruppen kann aufgrund dieses Ergebnisses jedoch nicht definitiv
ausgeschlossen werden.
Vererbung an gesunde Geschwister
Auch die Vererbung der DBP-Haplotypen an die Gruppe der gesunden Geschwister wich nicht
von den erwarteten Häufigkeiten ab, und es bestand kein signifikanter Unterschied zum Trans-
missionsmuster in der Patientengruppe. Somit konnte keine Assoziation zwischen genetischen
Polymorphismen des Vitamin D bindenden Proteins und Typ 1 Diabetes mellitus nachgewiesen
werden.
4.2.3 Konditionierungen
Die Konditionierungen für DBP wurden analog zu den beschriebenen Konditionierungen für die
VDR-Haplotypen (siehe Kapitel 4.1.4) durchgeführt.
Es bestand kein Unterschied zwischen der Vererbung an weibliche und männliche Patien-
ten und die Intron 8- und die Exon 11-Haplotypen wurden im Rahmen der erwarteten Häufig-
keiten transmittiert.
Sowohl in der Gruppe der Patienten mit frühem (≤  8 Jahre) als in der Gruppe mit späte-
rem (>  8 Jahre) Erkrankungsalter wurden die DBP-Allele entsprechend den erwarteten Häufig-
keiten vererbt. Auch zwischen beiden Gruppen bestand diesbezüglich kein signifikanter Unter-
schied für die Intron 8- und die Exon 11-Haplotypen.
Bezüglich der Intron 8- und der Exon 11-Haplotypen bestand weder für mütterliche
noch für väterliche Allele ein Vererbungsungleichgewicht oder ein signifikanter Unterschied zwi-
schen beiden Gruppen.
Während für die Exon 11-Haplotypen kein Unterschied in ihrer Vererbung Patienten hohen,
mittleren und niedrigen HLA-Risikos bestand, ergab sich für die Patienten mittleren HLA-Risi-
kos ein signifikantes Vererbungsungleichgewicht für die Intron 8-Haplotypen. Der Unterschied
zwischen den Gruppen war knapp nicht-signifikant.
Für Vererbung die Intron 8-Haploytpen an Patienten mit dem CTLA4 Exon 1-Genotyp
„AG“ war das Ergebnis zwar nur knapp nicht-signifikant. Aufgrund des hohen Homozygoten-
Anteils beruht diese Analyse auf nur 21 Transmissionen und ihre Aussagekraft ist entsprechend
limitiert. Die Transmissionsmuster der übrigen Intron 8- und Exon 11-Haplotypen wichen nicht
von den erwarteten Häufigkeiten ab.
4.2.4 Das Vitamin D bindende Protein und Diabetes
Die genetischen Polymorphismen des Vitamin D bindenden Proteins sind in der untersuchten
Gesamtpopulation nicht mit Typ 1 Diabetes mellitus assoziiert. Während für das Geschlecht des
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rentielle Transmission der DBP-Haplotypen beobachtet wurde, bestanden Unterschiede hinsicht-
lich der HLA-Haplotypen. Das signifikante Vererbungsungleichgewicht der Intron 8-Allele und
die nur knapp nicht-signifikante ETDT-Differenz zwischen der Gruppe hohen sowie der Grup-
pe mittleren und niedrigen HLA-Risikos werfen die Frage auf, ob es nicht doch einen Zusam-
menhang zwischen DBP-Allelen und Typ 1 Diabetes mellitus gibt. Sieht man von den HLA-Da-
ten ab, gibt es aufgrund der übrigen Ergebnisse keinen Anhaltspunkt für eine solche Krankheits-
assoziation. Wie jedoch die Analyse der VDR-Daten (siehe Kapitel 4.1.4-5) zeigt, muß man bei
komplexen Erkrankungen wie dem Typ 1 Diabetes mit der Existenz sekundärer Risikogene rech-
nen, die nur in Subgruppen pathogenetische Relevanz erlangen. Angesichts der relativ geringen
Fallzahlen besteht die Notwendigkeit weiterer Studien, die die Rolle der DBP-Allele in Subgrup-
pen mit hinreichender statistischer Aussagekraft beleuchten können.
Eine jüngst veröffentlichte Arbeit beschreibt die Abwesenheit einer Assoziation der DBP-Exon
11-Polymorphismen mit Typ 1 Diabetes bei Kaukasiern
(502). Angesichts des geringen Stichpro-
benumfangs dieser Studie, der relativ geringen Sensitivität und Spezifität einer Fall-Kontrollstudie
(siehe auch Kapitel 1.3.2) und der dort nicht vorgenommen Subgruppenanalyse muß dieses Er-
gebnis mit Zurückhaltung betrachtet werden.
Analog der für den nukleären Vitamin D Rezeptor diskutierten Bedeutung einer mögli-
chen Assoziation mit Typ 1 Diabetes mellitus, sollten entsprechende Überlegungen auch für das
Vitamin D bindende Protein angestellt werden:
DBP bindet den Großteil der Vitamin D-Metabolite im Blut und gewährleistet so ihre en-
zymatische Aktivierung bzw. Inaktivierung und ist für ihre Verfügbarkeit „vor Ort“, d.h. in den
Vitamin D-Zielgeweben, essentiell. Gestützt wird diese Aussage unter anderem durch Beobach-
tungen, daß in vitro hochpotente Vitamin D-Analoga mit einer hohen VDR- und einer geringen
DBP-Affinität, in vivo kaum wirksam sind
(503). Die 1,25(OH)2 D3-Serumkonzentration ist eng mit
der jeweiligen DBP-Konzentration korreliert
(340) und DBP-Knockout-Mäuse weisen schwere Vi-
tamin D-Mangelerscheinungen auf
(349). Andererseits besitzt DBP selbst eine Reihe von immun-
modulatorischen Eigenschaften, die es unabhängig von 1,25(OH)2 D3 vermittelt. Auf die Funk-
tion des Vitamin D bindenden Proteins im Rahmen der Aktin-Bindung
(342) sowie bei der Makro-
phagen
(504)- und Komplementaktivierung
(505) wurde bereits verwiesen (Kapitel 1.2.6).
Funktionelle Auswirkungen des Intron 8-Polymorphismus
(329) könnten durch eine Beein-
trächtigung der DBP-mRNA-Stabilität zustande kommen
(294). Der Exon 11-Polymorphismen hin-
gegen wirken sich direkt auf die Aminosäuresequenz des Vitamin D bindenden Proteins aus.
Der HaeIII-Polymorphismus in Kodon 416 verursacht einen „Glu →  Asp“-Austausch, im Kodon
420 (StyI) wird Thr durch Lys ersetzt
(327), wodurch die Glykosierbarkeit von DBP an dieser Stelle
verloren geht
(328). Auswirkungen dieser Veränderung auf die Wirkung von DBP als Makrophagen
aktivierender Faktor werden diskutiert
(506). Mutationen des Vitamin D bindenden Proteins beein-
trächtigen seine Bindung von 25(OH) D3
(331;507).
Von Varianten des Vitamin D bindenden Proteins wurden bisher Assoziationen mit rheu-
matoider Arthritis
(508) und Osteoporose
(509) nachgewiesen. Negative Ergebnisse wurden für multi-
ple Sklerose
(510;511) und systemischen Lupus erythematodes
(414) gefunden. Die entsprechenden Da-
ten für HIV-Infektionen
(512) und Typ 2 Diabetes
(502;513) sind widersprüchlich. –Damit ergibt sich
für das Vitamin D bindende Protein eine ähnliche Situation wie für den nukleären Vitamin D Re-
zeptor. Zwar sind die bisherigen Assoziationsdaten relativ uneinheitlich, aber stets handelt es sich
bei den diskutierten Erkrankungen (vom Typ 2 Diabetes einmal abgesehen) um „immun-assozi-
ierte“ Ereignisse, denn auch die an der Osteoporoseentstehung beteiligten Osteoklasten stammen
letztlich von Makrophagen ab.
Die bisherigen Erkenntnisse über die Vielzahl der physiolgischen Aufgaben des Vitamin D bin-
denden Proteins und über die funktionellen Auswirkungen der Polymorphismen des DBP-Gens
erlauben bei weitem noch keine definitive Aussage über die Bedeutung der DBP-Allele für die
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bindenden Proteins mit 1,25(OH)2 D3 gesättigt ist
(514), würde man selbst von bedeutenden Affini-
tätsunterschieden für Vitamin D nur geringe physiologische Konsequenzen erwarten. Anders
mag es da mit einer Beeinträchtigung seiner Makrophagen- und Komplement-aktivierenden Wir-
kung durch die diskutierten Polymorphismen aussehen.
4.3 Vitamin D-Stoffwechsel bei Diabetes und Autoimmunität
Beim Typ 1 Diabetes mellitus kommt es zur autoimmunologisch bedingten Zerstörung der pan-
kreatischen β -Zellen, ohne daß die benachbarten Inselzellen Schaden nehmen. Dem klinisch ma-
nifesten Diabetes mit einer Zerstörung von über 80% der β -Zellen geht die Invasion von T- und
B-Lymphozyten sowie von Makrophagen in das Pankreas voraus
(36;45). Bei nahezu allen Typ 1 Di-
abetikern sind Antikörper gegen β -Zell assoziierte Proteine vorhanden
(60). Die von Lymphozyten
sezernierten Zytokine stimulieren die Proliferation der Immunozyten, verstärken die HLA Klasse
II-Expression auf β -Zellen und induzieren die Apoptose letzterer. Eine Vielzahl klinischer und
molekularer Daten unterstreicht die Bedeutung des Vitamin D Stoffwechsels für die Pathogenese
des Typ 1 Diabetes sowie von Autoimmunität. 1,25(OH)2 D3 ist an der Regulation nahezu aller
Interaktionen beteiligt, welche bisher als kausal für die Typ 1 Diabetes-Entstehung diskutiert
wurden:
Vitamin D und pankreatische β -Zellen beeinflussen sich gegenseitig. Einiges spricht dage-
gen, daß niedrige 1,25(OH)2 D 3-Spiegel bei Typ 1 Diabetes hauptsächlich auf den veränderten
Glukose-Stoffwechsel zurückzuführen sind. Trotz optimaler Diabetes-Einstellung ist der Vitamin
D-Metabolismus vieler Patienten gestört
(248). Dies ist oft schon unmittelbar bei Erkrankungsbe-
ginn der Fall
(515). Schwangere mit Typ 1 Diabetes weisen niedrigere 1,25(OH)2 D3-Werte auf als
Frauen mit Gestationsdiabetes
(516). Schließlich liegen die Serumkonzentrationen der Vitamin D-
Metabolite von Typ 2 Diabetikern liegen deutlich über denen von Typ 1 Diabetikern
(517). Aller-
dings weisen diese Veränderungen des Cholecalciferol-Stoffwechsels bei Typ 1 Diabetikern eine
ausgeprägte saisonale Periodizität auf
(515) und konnten nicht in allen Studien bestätigt werden
(412).
Daß ein beeinträchtigter Vitamin D-Stoffwechsel eher mit Autoimmunität als mit niedrigen In-
sulin- und hohen Blutglukose-Konzentrationen korreliert scheint, unterstreicht die Beobachtung
verminderter 1,25(OH)2 D 3-Plasmaspiegel bei autoimmuner Hyperinsulinämie
(518). Auch beim
Morbus Basedow, einer autoimmunen Hyperthyreose, liegen die Vitamin D-Werte oft deutlich
unterhalb des Normbereichs. Ist die Schilddrüsenüberfunktion hingegen durch ein autonomes A-
denom bedingt, finden sich keine verminderten 1,25(OH)2 D3-Konzentrationen
(416). Ebenso wur-
den Beeinträchtigungen von Cholecalciferol-Stoffwechsel
(414) und -Wirkung
(519) bei Patienten mit
systemischem Lupus erythematodes berichtet. Im Tiermodell lassen sich durch die Applikation




(520) und multipler Sklerose
(427;428) verhindern. Eine epidemiologische Studie zeig-
te, daß eine erhöhte Vitamin D-Zufuhr in früher Kindheit mit einer geringeren Typ 1 Diabetes-
Inzidenz korrelierte
(432), und die Behandlung von Morbus Basedow-Patienten mit 1,25(OH)2 D3
führte zur Restitution der Euthyreose
(521).
Auf molekularer Ebene haben sich einige Modellvorstellungen (siehe auch Kapitel 1.1.2) zur Be-
antwortung der Frage, wie es zur Diabetes-Entstehung kommt, etabliert. Nach der Hypothese
der β -Zell spezifischen Infektion verursachen β -Zell spezifische Viren die Bildung von Zytoki-
nen und die Expression von HLA Klasse II-Molekülen auf infizierten β - sowie auf Antigen prä-
sentierenden Zellen. Über ein molekulares Mimikri käme es aufgrund der Homologie von
Fremd- und β -Zell-Protein zu einer „Verwechslung“ durch das Immunsystem. Das Modell der
Immunmodulation sieht ein Ungleichgewicht zwischen TH1- und TH2-Lymphozyten als Ursache
der Autoreaktivität bei Typ 1 Diabetes. Auch eine fehlerhafte HLA-Restriktion könnte das Im-
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Klasse II-Moleküle exprimieren, ist eine Reihe endokriner Zellen ebenfalls dazu in der Lage. β -
Zellproteine würden den Lymphozyten dann fälschlicherweise präsentiert
(522). Sicherlich erklärt
noch keines der genannten Modelle die Diabetes-Pathogenese, und die weitere Aufklärung wird
sich mit den unterschiedlichen pathophysiologischen Vorgängen beschäftigen müssen, welche die
verschiedenen Verläufe bei Typ 1 Diabetes bedingen. In allen Fällen käme jedoch der ektopen
HLA Klasse II-Expression der Lymphozytenaktivierung und der Zytokinsekretion eine Schlüs-
selrolle zu.
Die im Rahmen der Insulitis gebildeten Zytokine verstärken die HLA Klasse II-Expres-
sion auf β -Zellen. Zudem induzieren sie DNA-Strangbrüche
(523), setzen die Expression von bcl-2
in Inselzellen herab und bewirken so deren Apoptose
(524). Der Verlust von β -Zellen durch „Sui-
zid“ ist quantitativ vermutlich ebenso bedeutsam wie deren direkte Zerstörung durch Immunozy-
ten
(525). Vitamin D inhibiert die Expression von HLA Klasse II-Molekülen sowohl auf pankreati-
schen β -Zellen
(210) als auch auf Antigen präsentierenden Zellen
(168). 1,25(OH)2 D3 wirkt auf Lym-
phozyten und Monozyten anti-proliferativ und pro-differenzierend
(173;174). Das TH1/TH2-Gleichge-
wicht wird durch Cholecalciferol zu Gunsten der gegenüber Diabetes protektiven TH2-Lympho-
zyten verschoben
(36;38;39), und die Produktion der pro-inflammatorischen Zytokine IL-2, IFN-γ
und TNF wird supprimiert
(187-189). Die β -Zell-Apoptose verhindert Vitamin D sowohl direkt
durch Stimulation der Expression von bcl-2
(526;527) als auch indirekt durch eine Inhibition der Zyto-
kinwirkung auf Inselzellen
(524). Nach heutiger Erkenntnis wirkt Vitamin D somit nahezu allen an
der Typ 1 Diabetes-Pathogenese beteiligten Faktoren entgegen.
Neben den beschriebenen „peripheren“ Effekten kann man davon ausgehen, daß Vita-
min D auch am Entstehen der zentralen Toleranz beteiligt ist. T- und B-Lymphozyten exprimie-
ren während ihrer Reifung im Thymus außer Glukokortikoid Rezeptoren
(179) auch VDR
(178). Glu-
kokortikoide regulieren dort die Apoptose der sich entwickelnden Lymphozyten
(179). Wenn die
Lymphozyten den Thymus verlassen, exprimieren sie kein GR oder VDR mehr; erst auf ihre Ak-
tivierung hin beginnen sie erneut mit der Synthese dieser Rezeptoren. Das Mitwirken von
1,25(OH)2 D3 an der klonalen Deletion liegt folglich nahe. Da eine unvollständige zentrale Tole-
ranz die Disposition für Autoimmunerkrankungen entscheidend beeinflussen würde, käme Vita-
min D in früher Kindheit eine herausragende Rolle zu. Eine unzureichende 1,25(OH)2 D3-Wir-
kung zu diesem Zeitpunkt hätte unter Umständen lebenslange Folgen. Obwohl die gerade ange-
stellten Überlegungen rein spekulativ sind, erscheinen sie hoch interessant. Funktionelle Unter-
schiede des Vitamin D Stoffwechsels, die lediglich während der Embryonalentwicklung und der
frühen Kindheit Relevanz erlangten, wären der experimentellen Betrachtung in späteren Stadien
nicht mehr zugänglich –obwohl sie sich erst dann auf das Immunsystem auswirkten. Ähnliche
Mechanismen könnten auch für Morbus Basedow, rheumatoide Arthritis und andere Autoim-
munerkrankungen gelten.
Vor dem Hintergrund der Rolle des Vitamin D Metabolismus beim Entstehen von Autoimmuni-
tät kann die Assoziation zwischen Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und Typ
1 Diabetes mellitus eine funktionelle Erklärung finden. Aus den zahlreichen Interaktionen des Vi-
tamin D Stoffwechsels mit dem Immunsystem und den pankreatischen β -Zellen könnten sich
Möglichkeiten für eine Pharmakotherapie bzw. -prevention von Typ 1 Diabetes mellitus ergeben.
Vitamin D-Analoga mit einer selektiven immunmodulatorischen Wirkung
(528;529) würden beson-
ders Individuen mit einem hohen genetischen Diabetes-Risiko zugute kommen. Auch Patienten
mit einem durch veränderte VDR-Funktionalität beeinträchtigten Vitamin D Wirkung wären
durch Vitamin D-Analoga, welche die VDR-Konformation stabilisieren
(450;495;530), einer kausalen
Therapie dieses Defektes zugänglich.M.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
100
5. ZUSAMMENFASSUNG
Typ 1 Diabetes mellitus ist ein durch Insulinmangel bedingter Defekt der Glukoseverwertung,
der durch eine autoimmune Zerstörung der pankreatischen β -Zellen verursacht wird. Als häufig-
ste Autoimmunerkrankung Jugendlicher und junger Erwachsener in den Industrienationen stellt
sie durch ihre stetig steigende Inzidenz eine bedeutende medizinische und ökonomische Heraus-
forderung dar.
Etwa 50% des Risikos, an Typ 1 Diabetes mellitus zu erkranken, wird exogenen Faktoren
zugeschrieben, für die anderen 50% macht man genetische Faktoren verantwortlich. Etwa die
Hälfte des genetischen Risikos wird durch die HLA-Region vermittelt.
Neben seiner „klassischen“ Rolle im Rahmen der Calcium- und Phosphat-Homeostase
wirkt Vitamin D auch antiproliferativ und immunmodulierend. 1,25(OH)2 D3 inhibiert die Akti-
vierung von Lymphozyten, die Expression von HLA Klasse II-Molekülen und interagiert mit der
Produktion von Zytokinen und Antikörpern. Tierexperimentell eignet sich Vitamin D zur Prä-
vention von Autoimmun-Diabetes, -Thyreoiditis und -Enzephalitis. Wichtige Komponenten des
Vitamin D Endokriniums stellen die (monomorphen) ana- und katabolen Enzyme des Vitamin D
Stoffwechsels sowie der nukleäre Vitamin D Rezeptor (VDR; Chromosom 12q12-q14) und das
Vitamin D bindende Protein (DBP; Chromosom 4q11-q13) dar. In der vorliegenden Arbeit wur-
den genetische Polymorphismen von VDR [FokI, BsmI, ApaI, TaqI] und DBP [(TAAA)n-Repeat,
StyI, HaeIII] im Rahmen einer Familienanalyse auf eine Assoziation mit Typ 1 Diabetes mellitus
untersucht.
Die Haplotypen der am 3'-Ende des VDR-Gens gelegenen Polymorphismen BsmI, ApaI
und TaqI waren mit Typ 1 Diabetes in der hier untersuchten, kaukasischen Population assoziiert.
Das Bestehen einer Assoziation derselben 3'-VDR-Polymorphismen mit Typ 1 Diabetes bei Asi-
aten bestätigt die Ergebnisse dieser Arbeit. Während die Vererbungsmuster der Konditionierun-
gen hinsichtlich des Alters der Patienten, maternaler bzw. paternaler Transmission und CTLA
Exon 1-Genotypen nicht von den erwarteten Häufigkeiten abwichen, bestand ein deutlicher Un-
terschied für die Konditionierung entsprechend der HLA-DR/DQ-Haplotypen und eine grenz-
wertige Differenz für das Geschlecht der Patienten.
Kein Abweichen von den erwarteten Vererbungshäufigkeiten wurde hingegen für die
DBP-Polymorphismen beobachtet. Auch hier ergab sich für die Konditionieungen entsprechend
des Alters und des Geschlechts der Patienten sowie bezüglich maternaler bzw. paternaler Trans-
mission und CTLA Exon 1-Genotypen kein Unterschied zwischen den jeweiligen Subgruppen.
Die Konditionierung nach HLA-DR/DQ-Haplotypen ergab ein grenzwertig signifikantes Abwei-
chen von den erwarteten Werten.
Eine Assoziation von genetischen Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors
mit Typ 1 Diabetes mellitus legt funktionelle Unterschiede der VDR-Haplotypen bei der Vermitt-
lung der immunmodulatorischen Vitamin D-Wirkung nahe. Positive Assoziationsstudien von
VDR-Polymorphismen mit Osteoporose, diversen Malignomen und Psoriasis stützen diese Hy-
pothese indirekt. Da teilweise „gegenteilige“ Haplotypen ein erhöhtes Diabetes-Risiko bei Asia-
ten und Kaukasiern vermitteln, scheinen die hier betrachteten Polymorphismen lediglich Marker
einer mit ihnen im Linkage Disequilibrium stehenden, kausalen genetischen Variante zu sein. Die
Unterschiede in der Vererbung der VDR-Haplotypen an weibliche und männliche Patienten so-
wie die differentielle Transmission der VDR-Allele entsprechend der HLA-DR/DQ-Haplotypen
unterstreicht die genetische Heterogenität von Typ 1 Diabetes mellitus in der hier untersuchten
kaukasischen Population.
Vor dem Hintergrund des vielfältigen Einflusses von Vitamin D auf Faktoren, die am
Entstehen von Typ 1 Diabetes und Autoimmunität beteiligt sind, erscheint ein für die VDR-As-
soziation kausaler Polymorphismus innerhalb dieses Rezeptorgens wahrscheinlicher als ein kausa-
ler Polymorphismus außerhalb desselben. Seine herausragende Bedeutung bei der VermittlungM.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
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der immunmodulatorischen Eigenschaften von Vitamin D macht den nukleären Vitamin D Re-
zeptor zum potentiell interessanten „Hebel“ für eine medikamentöse Prävention und Therapie
von Typ 1 Diabetes mellitus und anderen Autoimmunerkrankungen.M.A.Pani: Genetische Polymorphismen des nukleären Vitamin D Rezeptors und des Vitamin D bindenden Proteins bei Typ 1 Diabetes mellitus
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